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【味覚系】 
味覚は、食品中に含まれる呈味物質を口腔内で受容する化学感覚であり、食品を摂取
するか否かを決める、生存に密接に関わる重要な感覚である。食品中の呈味物質の味情
報は、味蕾と呼ばれる構造中に存在する味細胞で受容される。我々ヒトをはじめとする
哺乳類においては、味蕾は口腔内の舌上、咽頭、軟口蓋の上皮に存在する。一つの味蕾
は 50 から 150 個程度の細胞からなるつぼみ型の構造をしている（図 0-1）。ヒトや多くの
哺乳類が味細胞を介して受容する味質としては、甘味、旨味、苦味、酸味、塩味の 5 つ
（5 基本味）が存在する。味蕾で受容された呈味物質の情報は、味神経を介して脳の味
覚中枢へ運ばれ、中枢において味として認識されることが知られている。 
 
【哺乳類における味覚受容の分子機構】 
分子生物学的な解析により、G タンパク質サブユニットであるガストデューシン
Ggust が発見されたこと (McLaughlin et al., 1992) を皮切りに、マウスやラットの味蕾に
発現するシグナル伝達分子が見つかってきた。それらの発現を解析することにより、味
蕾を構成する細胞の機能的な分類が分子レベルで記述できるようになり、味物質ごとに
受容される細胞がそれぞれ異なることが明らかになりつつある。 
ヒトが認識する 5 基本味のうち、甘味、旨味、苦味の受容体としては、7 回膜貫通型 G
タンパク質共役型受容体（G-protein coupled receptor: GPCR）である T1R ファミリー、T2R
ファミリーが報告されている (Hoon et al., 1999; Adler et al., 2000; Chandrashekar et al., 
2000; Nelson et al., 2001; Nelson et al., 2002)。培養細胞を用いたヘテロ発現系による機能解
析およびノックアウト（KO）マウスを用いた生理学的な解析より、T1R2 と T1R3 のヘ
テロマーがショ糖やサッカリン、モネリンなど甘味物質の受容体として機能することが
示された (Nelson et al., 2001; Zhao et al., 2003)。また、T1R1 と T1R3 のヘテロマーが旨味
物質である L-グルタミン酸を含めた L-アミノ酸を受容することが明らかとなり、これら
を共発現する細胞が旨味の受容に関わることが示された (Li et al., 2002; Nelson et al., 
2002; Zhao et al., 2003)。さらに、マウスでは T2R ファミリーが約 30 個の遺伝子から成る
ことが示されており、遺伝学的解析と機能解析により、これらの幾つかはデナトニウム、
シクロヘキシミド、PROP（propylthiourea）といった苦味物質を受容することが明らかに
なっている (Adler et al., 2000; Chandrashekar et al., 2000; Matsunami et al., 2000; Mueller et 
al., 2005)。そして T1R2/T1R3 のヘテロマー、T1R1/T1R3 のヘテロマー、および T2R ファ
ミリーがいずれも別々の味細胞で発現することが示されたので、甘味、旨味、苦味の受
容細胞はそれぞれ別々の細胞であることが明らかになった。T1Rs と T2Rs の下流のシグ
ナル伝達経路は、ホスホリパーゼ C-2（PLC-2）を介したイノシトールリン脂質代謝系
が示されている。PLC-2 は、甘・旨味の受容体である T1R ファミリー、苦味受容体で
ある T2R ファミリーを発現する細胞で共発現すること (Miyoshi et al., 2001)、さらに、
PLC-2 の KO マウスでは、甘味、旨味、苦味の 3 基本味に対する神経応答が観察されな
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くなり、行動解析においても嗜好性の味覚に対して応答を示さなくなるという報告 
(Zhang et al., 2003) から甘味、旨味、苦味の受容に必須の味覚シグナル伝達因子であるこ
とが明らかになった。また、陽イオンチャネルファミリーの一つである TRPM5 (transient 
receptor potential M5) も PLC-2 と共発現し、TRPM5 を KO したマウスにおいては
PLC-2KO マウスと同様に甘味、旨味、苦味の味応答の消失が見られたことより、TRPM5
も甘味、旨味、苦味の味情報伝達に必須なシグナル伝達分子であることが示された(Zhang 
et al., 2003)。T1R、T2R から PLC-2 へシグナルを伝達する G タンパク質サブユニット
の候補としては、T2Rs 発現細胞にも発現する Ggust、PLC-2 と共発現する Gi2 が挙
げられている (Asano-Miyoshi et al., 2000; Miyoshi et al., 2001)。しかし、齧歯類であるマ
ウスや霊長類であるマカク舌後方部の味蕾では、これらの G タンパク質以外に、一部の
T1Rs 発現細胞において G14 が発現していることが明らかになっており(Tizzano et al., 
2008; Ishimaru et al., 2012)、G14 も一部の味蕾では味情報伝達に関与している可能性が
考えられる。 
PLC-β2 の下流については、3 型 IP3受容体（IP3R3）が PLC-β2 と共発現すること、IP3R3
の KO マウスでは甘・旨・苦味に対する神経応答が低下すること (Hisatsune et al., 2007)、
さらに IP3およびカルシウムイオンにより TRPM5が開口すること (Zhang et al., 2007) か
ら IP3R3 が TRPM5 へのシグナル伝達を担うと考えられる。以上の解析より、甘・旨・苦
味を伝達する経路は、T1R または T2R から 3 量体 G タンパク質を介し PLC-β2 が活性化
され、IP3が遊離し IP3R3 が開いて細胞内 Ca
2+濃度が上昇し、TRPM5 の開口を経て脱分
極に至る経路が想定されている。 
酸味に関しては、TRP イオンチャネル分子 PKD ファミリーの PKD2L1 および PKD1L3
が受容体の有力候補として同定された(Huang et al., 2006; Ishimaru et al., 2006)。これらの
分子は味蕾中で PLC-2 発現細胞つまり、甘、旨、苦味の 3 基本味の受容細胞とは別の
味細胞で共発現していることが報告されている。ヘテロ発現系での機能解析では、これ
らの分子の複合体が塩酸やクエン酸などの酸味物質に応答することが示されている 
(Ishimaru et al., 2006)。また、ジフテリアトキシンの発現誘導により PKD2L1 細胞を消失
させたトランスジェニック (Tg) マウスでは、酸味刺激に対する味神経応答がなくなる
ことも示されている (Huang et al., 2006)。しかし、PKD1L3 は舌後部に存在する味蕾にお
いてのみ発現するため、その他の領域において PKD2L1 と共発現して相互作用する分子
については不明である。また、最近 PKD2L1 および PKD1L3 を欠損したマウスの神経応
答解析により、酸味に対する応答が完全には消失しないことが示されており (Horio et al., 
2011)、他にも酸味の受容に関与する分子があることが示唆されている。 
塩味については、以前から上皮性ナトリウムチャネルの ENaC (epithelial sodium 
channel) が関与することが示唆されており、最近、低濃度の塩（塩化ナトリウム、塩化
カリウム）に対してはアミロライド感受性の受容体として、ENaC が関与していること
が報告された (Chandrashekar et al., 2010)。この低濃度の塩味の受容を担う味細胞は、他
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の 4 基本味（甘、旨、苦、酸）の受容細胞とは別であることが示されている。一方で、
高濃度の塩に対しては、どのような分子が関与しているかは未だに解明されていない。
ごく最近、高濃度塩味の受容が T2Rs 発現細胞および PKD2L1 発現細胞を介するという
報告がなされた (Oka et al., 2013)。しかし、高濃度の塩味受容のメカニズムに関しての詳
細は不明であり、いまだ酸味と塩味の受容に関しては不明な点が多い。 
 
【味覚情報の伝達機構】 
味蕾に投射する味神経は 3 つの感覚神経節に由来し、それぞれの味神経は異なる領域
の味蕾に投射することが知られている。舌前部 2 / 3 に存在する茸状乳頭や葉状乳頭の一
部は鼓索神経、軟口蓋の味蕾は大錐体神経が投射する。いずれも顔面神経（第 VII 脳神
経）の一部である。舌後部 1 / 3 に存在する有郭乳頭や葉状乳頭の味蕾は舌咽神経（第 IX
脳神経）の一部が投射する。喉頭の味蕾は迷走神経（第 X 脳神経）の一部の上喉頭神経
が投射する（図 0-2）。それぞれ顔面神経の膝神経節（geniculate ganglion, GG）、舌咽神経
の下神経節（petrosal ganglion, PG）、迷走神経の下神経節（nodose ganglion, NG）という
神経節に細胞体が存在する。また、これら味覚に関わる神経とは別に、三叉神経（第 V
脳神経）が味蕾近傍に投射し、味覚の伝達には関与していないが、舌前部 2 / 3 の一般体
性感覚を伝達していることが示されている。三叉神経の細胞体は三叉神経節に存在する。 
味神経から中枢神経系へと運ばれた味覚情報の伝達経路の概略は、既に示されている
(Smith and St John, 1999)。げっ歯類においては、味神経から運ばれた味覚情報は全て延髄
の孤束核 (Nucleus of the solitary tract, NST) に投射する。NST からは橋の結合腕傍核 
(parabrachial nucleus, PBN) に投射する。PBN からは、視床後内側腹側核小細胞部 (ventral 
posterior medial nucleus of the thalamus, VPM)、外側視床下部 (lateral hypothalamus, LH)、分
界条床核 (bed nucleus of the stria terminalis, BST)、扁桃体中心核 (central nucleus of the 
amygdala, Amyg) のそれぞれに伝達される。VPM からはさらに大脳皮質味覚野 (gustatory 
cortex, GC) へと情報が伝達されることが報告されている（図 0-3）。 
末梢の味蕾においては、先に述べたとおり高濃度塩味を除き、原則として基本味の味
情報は別々の味細胞で受容されることが示されている (Adler et al., 2000; Nelson et al., 
2001; Nelson et al., 2002; Ishimaru et al., 2006; Chandrashekar et al., 2010)。我々が呈味物質を
受容した際に、味神経を介して上記の神経核中の神経細胞へ味情報が伝達され、嗜好味、
忌避味という認識がなされていると考えられる。しかし、これらの神経核内のどのよう
な神経細胞がどの味の情報伝達・認識に関わっているかについてはほとんど不明である。
このように味の情報伝達や認識に関わる神経細胞の同定自体があまりなされていないた
め、味覚に関わる神経細胞の特徴が現時点では明らかになっていない。また、受容され
た呈味物質の情報が味覚中枢へ伝達され味として認識されるまでの味情報の統合・分離
（味覚情報のコーディング機構）に関しては古くから電気生理学的手法を用いて解析が
なされているが、統一見解がなされておらず、詳細は不明である。味刺激に対する単一
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神経細胞の応答を記録した実験により、味神経から大脳皮質味覚野の味覚神経細胞の多
くは 2 種類以上の味刺激に対して応答することが知られている。しかし、神経の多くは
どの味に対しても等しく応答するのではなく、特定の味に特に強く応答することも示唆
されている (Lundy and Contreras, 1999; Verhagen et al., 2003; Sollars et al., 2006)。こうした
実験結果から、神経系における味覚情報のコーディング機構に関しては、主に以下の 2
つの仮説が提唱されている。個々の神経細胞は 1 種類の基本味の伝達のみを受け持ち、
個々の基本味の情報は別々の神経により伝達されるという labeled line 仮説 (Frank, 1973; 
Yarmolinsky et al., 2009) と、個々の神経細胞が複数の味に対して異なる強度で応答し、
その神経細胞群の応答パターンによって味情報を認識しているとする across fiber pattern
仮説 (Doetsch and Erickson, 1970; Ganchrow and Erickson, 1970) の 2 つが提唱されている 
（図 0-4）。近年では、大脳皮質味覚野におけるマウスの大脳の in vivo Ca2+イメージング
解析により味刺激によって、注入した Ca 蛍光指示薬の蛍光強度変化を解析することによ
り甘味、旨味、苦味、低濃度 NaCl に応答する領域が異なることを示した報告がある (Chen 
et al., 2011) など labeled line 仮説が有力になりつつある。 
 
【即初期遺伝子を用いた味応答神経細胞の解析】 
 神経系における味覚情報のコーディング機構の解明のための一つのアプローチとして、
神経活動依存的に一過的に発現レベルが上昇する c-fosなどの即初期遺伝子群（immediate 
early genes, IEGs）を指標とし、味刺激に応答する神経細胞を同定する方法が挙げられる。
これは動物に対して感覚刺激を施し、数分から数時間後の中枢神経系における IEGs の
mRNA やタンパク質の発現分布を組織学的に解析するという手法である。この手法は主
にラットを用いて味覚情報伝達回路の解析にも応用されている（図 0-5）。たとえば、ラ
ットの味覚 1 次中枢である NST においては、甘味・酸味刺激後に rostral NST（NST 前方
部）の領域において広範囲に c-Fos 発現細胞が観察されたのに対し、苦味刺激後では、
内側部の狭い領域に密集して発現細胞が観察されている (Harrer and Travers, 1996; King 
et al., 1999; Travers et al., 1999; Travers, 2002)。味覚 2 次中枢である PBN においては、rostral 
NST からの投射を密に受ける PBN 領域のうち、甘味・塩味による刺激で応答する c-Fos
発現細胞は背内側に位置する領域に集中し、苦味・酸味による刺激で応答する c-Fos 発
現細胞は腹外側部に位置する領域に集中することが示されている  (Yamamoto et al., 
1994)。このように、味覚中枢の一部ではあるが、味の種類による情報経路の分離という
中枢神経系における味覚情報コーディング機構の一端の解明に貢献している。 
 しかし、IEGs の発現を利用した解析では、全ての神経細胞が興奮時に IEGs を発現す
るわけではないことが示されている (Kovacs, 1998) 点や、味覚の刺激だけに応じて発現
が誘導されるわけではない点には注意しなければならない。 
 
【感覚経路の可視化】 
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神経伝達回路の解析をするためには、古くから HRP（西洋ワサビペルオキシダーゼ）、
蛍光色素（DiI, DiO など）、レクチンなどの神経トレーサーを組織中の特定の部位に直接
注入し、トレーサーの移行経路を解析する手法が用いられてきた。このような古典的な
トレーサー注入による伝達経路の解析では、起点となる領域をある程度は制限できるも
のの、細胞単位で特定の細胞集団のみに過不足なく注入し起点とすることは技術的に非
常に困難であり、再現性のある解析を行うことも難しい。 
そこで近年、遺伝子工学的手法を用いて経シナプス性神経トレーサーの一つである小
麦胚芽レクチン（wheat germ agglutinin, WGA）を特定の細胞種特異的に発現させて接続
している神経回路を解析する技術が開発された。WGA は、小麦胚芽に含まれる糖鎖付加
タンパク質であり、糖タンパク質や糖脂質中の N-アセチルグルコサミンやシアル酸に結
合する性質を持つ。この遺伝子を細胞種特異的なプロモーターを用いて神経と接続する
特定の細胞に発現させると、WGA タンパク質は近傍の神経細胞の細胞膜表面の糖鎖に結
合し、細胞内に取り込まれる。その後 WGA タンパク質は神経細胞内を軸索末端まで輸
送され、開口分泌によりシナプス間隙に曝露され、2 次神経の膜表面に存在する WGA
結合糖鎖構造へと平衡関係により受け渡される。この技術は、まず嗅覚系の神経回路の
解析に用いられており、特定の嗅神経細胞（olfactory sensory neuron, OSN）において WGA
を特異的に発現させ、OSN とシナプス接続している 2 次嗅神経を介し 3 次神経において
WGA タンパク質を検出しうることが報告された (Yoshihara et al., 1999; Yoshihara, 2002)。
また、WGA と同じく植物レクチンである大麦レクチン（barley lectin, BL）を遺伝子工学
的に使用して嗅覚神経回路の解析をした報告もある (Horowitz et al., 1999)。 
WGA トランスジーンを用いた可視化技術は味覚の神経回路の解析にも用いられてい
る（図 0-6）。解析例としては、まず、甘味・旨味受容体である T1R3 発現細胞および苦
味受容体である T2R5 発現細胞に、それぞれ T1R3-GFP もしくは T2R5-GFP 融合タンパ
ク質とWGA-DsRed融合タンパク質とを同時に発現させた 2種のTgマウスを用いて解析
され、甘味・旨味と苦味の味覚情報伝達経路が末梢から中枢まで異なることを示したと
報告された (Sugita and Shiba, 2005)。しかし、この報告は写真の解像度が極めて低い上、
後で述べるように当研究室および別のグループが同じプロモーター配列を用いて解析し
た報告とは結果が大きく異なっており、信頼できるデータではないと考えている。当研
究室においてはまず、T1R3 発現細胞で WGA を発現させた Tg マウスの解析を行い、脳
の味覚 1 次中枢である延髄の孤束核 (NST) までの甘味・旨味情報伝達経路を可視化した
(Ohmoto et al., 2008)。同じく T1R3 プロモーターを用いた解析は、別のグループからも報
告され、Sugita らの報告ではなく、当研究室の報告が支持された(Damak et al., 2008)。そ
の後も当研究グループでは、T2R5 発現細胞および酸味受容体候補分子 PKD1L3 発現細胞
に WGA を発現させた Tg マウスの解析も行い、T2R5 発現細胞を起点とした味神経まで
の苦味情報伝達経路および、PKD1L3 発現細胞を起点とした味覚 1 次中枢までの酸味情
報伝達経路の可視化に成功している (Ohmoto et al., 2010; Yamamoto et al., 2011)。 
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このように経シナプス性神経トレーサーを遺伝子工学的に利用することで、発現元の
味細胞を厳密に特定し、各基本味の情報伝達神経回路の可視化が可能となるため、味覚
情報のコーディング機構の解明に有効であると考えられる。しかしながら、現時点では
マウスにおける解析では味覚 1 次中枢までの可視化にとどまっており、味覚高次中枢ま
での可視化はできていない。また、複数の味質の情報伝達経路の相関も現状では解析が
困難であり、味覚の情報伝達・認識に関わる神経細胞の同定や、神経系におけるコーデ
ィング機構の解明には課題が多く残されている。 
 
【魚類の味覚系】 
哺乳類を用いた味覚研究について今まで述べてきたが、脊椎動物における味覚システ
ムの解析モデルとして、魚類も古くから研究がなされている。 
魚類の味蕾は、口腔内だけでなく、口唇や鰓上にも存在し、魚種によっては体表や触
鬚（しょくしゅ）にも分布している。メダカにおいては口唇、鰓耙、咽頭部に味蕾が存
在していることが既に示されている (Yasuoka et al., 2004; Aihara et al., 2007) (図 0-7)。魚
類の味蕾の形状は、魚種により異なり、さらに同一魚種でも存在部位によって異なるが、
一般的に梨状の形態をしており、哺乳類の味蕾に比べやや下膨れしている (Reutter, 1971; 
Hansen et al., 2002)。 
魚類の味覚受容体や味覚シグナル伝達分子については、当研究室を中心に解析がなさ
れている。まず、ドジョウの触鬚で PLC-2 遺伝子の発現を明らかにしたこと  
(Asano-Miyoshi et al., 2000) に始まり、メダカとゼブラフィッシュの味蕾でも同遺伝子の
発現を確認した (Yasuoka et al., 2004; Ishimaru et al., 2005)。さらに、ゲノム情報から哺乳
類の T1R 分子および T2R 分子の相同分子を同定し、それぞれ旨味物質であるアミノ酸、
苦味物質であるデナトニウムに応答することが示され、これらの分子が味蕾細胞の
PLC-2 に内包されて発現することも明らかにした (Ishimaru et al., 2005; Oike et al., 2007)。
また、脱分極に関わる TRPM5 の相同分子も、ゼブラフィッシュにおいて味蕾の PLC-2
発現細胞に発現することを明らかにした (Yoshida et al., 2007)。また、メダカに関しては、
PLC-2 遺伝子の転写制御領域の取得に既に成功している (Aihara et al., 2007)。この転写
制御領域を用いて、PLC-2 の活性化を抑制する性質のある G タンパク質 Gi2S47C 
(Slepak et al., 1995) を PLC-2 発現細胞に発現させることにより、アミノ酸およびデナト
ニウムの摂食応答に変化が生じることも示した (Aihara et al., 2008)。以上の解析から、魚
類においても GPCR から PLC-2 を介したイノシトールリン脂質シグナル伝達系を経て
脱分極に至る、哺乳類と相同な経路の存在が強く示唆される（表 0-1）。ただし、魚類の
PLC-2 発現細胞中では、T1R ファミリー（T1Rs）および T2R ファミリー（T2Rs）の発
現細胞が占める割合が低いこと (Ishimaru et al., 2005; Oike et al., 2007; Ohmoto et al., 
2011) が示されており、PLC-2 発現細胞には他の味覚受容体の存在も示唆される。 
魚類の味蕾は、哺乳類と同様に脳神経の VII（顔面神経）、IX（舌咽神経）、X（迷走神
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経）に支配されている（図 0-7）。味蕾に投射している各神経は、体の前後軸に対応して
おり、体表および口唇部の味蕾には顔面神経、舌弓および第 1 鰓弓の味蕾には舌咽神経、
第 2～4 鰓弓および咽頭部の味蕾には迷走神経が投射している。これらの神経の細胞体は
それぞれ顔面神経節（VIIg）、舌咽神経節（IXg）、迷走神経節（Xg）とよばれる神経節
に存在する。興味深いことに、味蕾の機能は、支配している神経により異なっている。
顔面神経に支配されている体表や口唇に存在する味蕾は、餌を探し拾い上げるのに関わ
り、舌咽および迷走神経に支配される味蕾は餌を最終的に飲み込むことに関与すること
が示されている (Atema, 1971)。 
魚類において、味蕾を支配する神経と中枢との連絡に関しては古くから形態学的な解
析が行われていた (Herrick, 1901)。その後、神経切除を利用した新しい解剖学的手法に
より味覚の中枢経路はより一層解明され始めた (Finger, 1976; Finger, 1978; Morita et al., 
1980)。さらに、神経トレーサーとなる色素を味覚中枢へ直接注入した実験 (Kanwal et al., 
1988; Lamb and Caprio, 1993; Kanwal and Finger, 1997; Yoshimoto et al., 1998; Kato et al., 
2011; Kato et al., 2012) により、いくつかの魚種において味覚中枢への伝達経路が解明さ
れてきた。一般的に、味蕾から VIIg、IXg、Xg の 3 つの神経節を介し、延髄の味覚 1 次
中枢である顔面葉（facial lobe, VIIL）、迷走葉（vagal lobe, XL）へ投射する。ここから二
次味覚路を通り、峡（isthmus）にある第 2 味覚核（secondary gustatory nucleus, NGS）へ
投射する。さらに NGS から視床下部の下葉（inferior lobe, LI 哺乳類の視床下部に相同）
の分散核（diffuse nucleus of inferior lobe, NDLI）や、糸球体の第 3 味覚核（preglomelular 
tertiary gustatory nucleus, pTGN）に投射する経路が存在する（図 0-8）。ここまではすべて
の真骨魚に共通して見られる経路であると考えられている（会田勝美、2002）。 
しかし、高次中枢である終脳へ投射する味覚中枢領域については、いくつか報告例が
あるものの統一見解が得られていない。ナマズでは、VIIL、XL から間脳の nucleus 
lobobulbaris という領域へ投射が見られ、この領域から終脳の背側野内側部（medial part of 
the dorsal telencephalic area, Dm）への投射が報告されている (Kanwal et al., 1988)。キンギ
ョでは下葉の外側堤（nucleus diffuse tori lateralis）という領域から Dm への投射が報告さ
れている (Rink and Wullimann, 1998)。一方、スズキ型魚類のティラピアでは、終脳へは、
NGS から 2 つの経路で投射していると報告されている (Yoshimoto et al., 1998)。一つは
pTGN へ投射し、終脳の背側野内側部の背側部（dorsal region of Dm, dDm） に行く経路
である。もう一つは、NGS から外側前脳側を通り直接終脳に入り、終脳背側野中間部
（intermediate part of the ventral telencephalic area, Vi）と終脳背側野後部（posterior part of 
the dorsal telencephalic area, Dp）に終始する経路である。この解析では、NGS からは、視
床後核（nucleus of posterior thalamus, NPT）や下葉領域の中心核（central nucleus of inferior 
lobe, NCLI）、外側再会核（nucleus of lateral recess, NRL）にも投射していると報告してい
る。さらに、解析結果から魚類と哺乳類の味覚伝達経路を比較しており、NGS から pTGN
を介し dDm への投射経路は大脳皮質味覚野 GC へ至る経路に相当し、NGS から Vi、Dp
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への投射経路は哺乳類における PBN から扁桃体への投射経路に相当すると示唆してい
る。また最近、キンギョにおいては、pTGN と medial preglomerular nucleus（PGm）から
dDｍへ投射しているという報告がなされており(Kato et al., 2012)、pTGN を介して dDm
へ投射する回路は魚類に共通の味覚高次中枢への神経回路であることが示唆されている。
しかし、味覚 3 次中枢以降、特に終脳への投射については、魚種により様々な神経核同
士の接続が報告されており(Folgueira et al., 2004b; Folgueira et al., 2004a; Kato et al., 2011; 
Kato et al., 2012)、共通見解が得られず未解明な点が多く残っている。また、メダカやゼ
ブラフィッシュといった小型魚類における味覚伝達経路の解析例は不足しており、魚類
の味覚情報伝達神経回路の詳細はいまだ不明であると考えられる。 
 
【モデル動物としての小型魚類メダカの有用性】 
メダカやゼブラフィッシュといった小型魚類は、我々ヒトと同じ脊椎動物でありなが
ら、進化的に古く、脊椎動物固有の組織系の解析モデルとして使われてきた。これらの
小型魚類は、多産で、世代交代期間が短く、飼育も容易で、遺伝学的な解析に有利であ
る (Streisinger et al., 1981; Wittbrodt et al., 2002)。また、Tg 個体の作出が容易、発生初期
は透明なので体内の様子が観察可能、個体サイズが小さいため組織学的な解析による遺
伝子の発現分布の検出も比較的容易であるなど、マウスやラットにない実験上有利な点
も多い。 
神経回路の研究をするにあたっては、体の透明性や個体サイズの小ささから、Ca2+の
濃度に応じて蛍光強度が変化する蛍光カルシウムセンサーである GCaMP や inverse 
pericam (IP)  (Nagai et al., 2001; Nakai et al., 2001) を脳神経細胞に発現させた Tg ゼブラ
フィッシュを用いた解析が行われている。生きた状態のゼブラフィッシュに感覚刺激を
与え、応答する神経細胞の発火を、蛍光カルシウムセンサーの蛍光強度変化によって解
析する方法が試みられている (Wachowiak et al., 2004; Li et al., 2005; Muto et al., 2011; 
Muto et al., 2013)。このように小型魚類は神経回路の研究に有用であると考えられる。 
また小型魚類は、個体サイズが小さくニューロン自体も短いため、神経トレーサーが
効率よく輸送され、より高次中枢まで到達できることが考えられる。脳のサイズが小さ
く、神経細胞も哺乳類に比べて少ないため、脳へ運ばれる段階でトレーサーが濃縮され、
より高次中枢まで到達する可能性もあると考えられる。特にメダカについては、味蕾の
数が約 3200個であり（unpublished data）、マウスの味蕾の数が約 600個 (Zhang et al., 2008) 
であるのに比べて多いことがわかる。このことからも、味蕾で発現させた神経トレーサ
ーがより高次中枢まで輸送される可能性が高いと期待される。このようにメダカは味覚
の神経回路の詳細な解析には非常に有用な実験動物であり、我々ヒトが味を認識する仕
組みを研究するためのモデル動物として有用であると考えられる。 
 
【本研究の目的】 
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味情報の伝達、認識に関わる中枢の神経細胞についての研究は、電気生理学的な応答
実験や IEGs の応答を指標とした実験、WGA を遺伝子工学的に用いることで特定の味覚
情報伝達神経回路を可視化する実験などが試みられている。しかし、味情報の伝達、認
識に関わる神経細胞の同定に関しては一部しかなされておらず、いまだ詳細は不明であ
る。このような神経細胞を同定することにより、味の認識に関わる神経細胞の特徴を知
ることができ、最終的には我々ヒトが脳で味を認識する仕組みの解明にもつながると考
えられる。そこで本研究では、味情報の伝達・認識に関わる神経細胞の同定を目的とし
た。 
前述のように味覚の神経回路の詳細な解析に有効なメダカを実験動物に用いることが
得策と考え、メダカの味細胞で受容された味の情報伝達・認識に関わる神経細胞の同定
を試みた。具体的には、まずメダカの味覚受容についての分子基盤的な知見を得るため、
メダカ味蕾に発現する味覚関連分子の発現様式を調べた。次に、WGA を味蕾に発現する
Tg メダカを作出し、接続する神経回路の可視化を行った。最後に、味刺激に対して応答
する IEGs を同定し、応答する神経細胞の味質による分布の違いについて解析すること
で、味情報の伝達・認識に関わる神経細胞の特徴を見出すことを試みた。 
 
  
表0-1 魚類と哺乳類の味覚シグナル伝達分子の相同性
生物種
味質 甘味 旨味 苦味 酸味 塩味
受容体 ? T1R1/T1R3T1R2/T1R3 T2Rs ? ?
シグナル伝達関連分子 ?
生物種
味質 甘味 旨味 苦味 酸味 塩味
受容体または受容細胞 T1R2/T1R3 T1R1/T1R3 T2Rs PKD2L1/PKD1L3
低濃度は
ENaC / 高濃
度はT2Rsや
PKD2L1発現
細胞
シグナル伝達関連分子
(注)　酸味や塩味は未解明な部分も多く、候補分子も含む
魚類
哺乳類（マウス）
PLC-b2, TRPM5
PLC-b2, TRPM5, IP3R3
図0-1 ヒトの味蕾存在部および味蕾の模式図
A, ヒトの味蕾存在部の模式図。味蕾存在部は橙色の丸、舌は黄色で示した。
B, 味蕾の構造の模式図。橙色は味蕾細胞を表す。黒線は接続する味神経。
舌
軟口蓋
咽頭
脳
口唇
A B
TG GG
PG NGV
IX
VII
軟口蓋
舌
喉頭蓋
口唇
図 0-2 哺乳類における味蕾およびその周辺に投射する感覚神経
マウスの味蕾存在部と味蕾および周辺に投射する神経について示した。
味蕾存在部である舌と軟口蓋、喉頭蓋は黄色で示した。舌中の桃色は茸状
乳頭、水色は葉状乳頭、緑は有郭乳頭、白は軟口蓋、黒は喉頭蓋の味蕾。
V: 三叉神経 (灰 )、VII: 顔面神経 ( 鼓索および大錐体神経 ) （赤 )、IX: 舌咽
神経 ( 橙 )、X: 迷走神経 ( 上喉頭神経 )( 青 )。
TG: 三叉神経節 (trigeminal ganglion)、GG: 膝神経節 (geniculate ganglion)、
PG: 舌咽神経の下神経節 (petrosal ganglion)、NG: 迷走神経の下神経節
(nodose ganglion)
X
NST
PBN
LH
VPM
Amyg
BST
GC
Neocortex(endbrain大脳)
Thalamus
視床 Midbrain
中脳
Medulla
延髄
Olfactory bulb
嗅球
Pons
橋
Cerebellum
小脳
味神経を含む神経節
味蕾
図 0-3 げっ歯類の味覚神経伝達経路
げっ歯類における味覚上行性の投射経路を模式的に表した。味細胞で受容された味情報は、
味神経を含む神経節を介し、延髄の孤束核 (NST, nucleus of the solitary tract) の頭部側の
細胞に伝達される。その後、橋結合腕傍核 (PBN, parabrachial nucleus) を経由し、視床後
内側腹側核小細胞部 (VPM, ventral posterior medial nucleus of the thalamus, parvocellular 
division) 、外側視床下部 (LH, lateral hypothalamus) 、分界条床核 (BST, bed nucleus of 
the stria terminalis) 、扁桃体中心角 (Amyg, central nucleus of the amygdala) に伝達され、
VPM からはさらに大脳味覚野 (GC, gustatory cortex) へと情報が伝達される。味覚情報が
投射される領域は赤字で、脳の構造上の名称は黒字で記した。
図は Smith DV and St John SJ (1999) から引用し、改変。
味覚中枢味神経を含む神経節
味蕾
A
B
図 0-4 味覚情報のコーディング機構についての 2 つの仮説
A, labeled line 仮説の模式図。
B, across fiber pattern 仮説の模式図。
味蕾において、5 基本味の受容細胞は別々の色で示した。神経節および味覚中枢で色
が混ざっているのは味情報が統合されたことを示す。味蕾や神経節から伸びている線
は神経線維であり、味情報が統合された場合は黒で示した。
図 0-5 c-fos タンパク質の発現を用いた味刺激応答神経細胞の解析例
異なる味刺激後の rostral NST における c-fos タンパク質シグナルの分布。酸味刺激後に
比べて、苦味刺激後で観察される c-fos 陽性細胞はより内側に密集した分布を示す。図は
Travers 2002 より引用。
内側 外側
30 mM Quininne
苦味
??? M Citric acid
酸味
水
内側 外側 内側 外側
WGA 発現
味蕾細胞
味覚中枢
味神経を含む
神経節味蕾
WGA タンパク質がシナプスを介して
接続している神経細胞へ輸送される
T1R3-WGA
マウス
図 0-6 WGA を遺伝子工学的に特定の味蕾細胞に発現させたときの WGA の発現および輸送解析例
特定の味蕾細胞に WGA トランスジーンを発現するトランスジェニック個体を用いた WGA タンパク
質の輸送について、上段に模式図を、下段に実際に T1R3 発現細胞に WGA トランスジーンを発現す
る T1R3-WGA マウスを用いた解析結果の一部を載せた。写真は Ohmoto et al., 2008 より引用した。
味覚 1 次中枢の神経細胞までの可視化に成功している。スケールバーは味蕾が 10 µm?神経節が
100 µm、味覚 1次中枢が 50 µm。
味覚1次中枢味神経を含む神経節味蕾
AD
B C D
1 2 3 4
図0-7 魚類における味蕾存在部位と味蕾に投射する神経の分布
A, メダカ頭部を側面から見たときの模式図。桃色のライン上に味蕾は多数存在
する。味蕾に投射する神経は顔面神経を赤、舌咽神経を橙、迷走神経を青色で
示した。楕円は各神経の細胞体が存在する神経節である。VIIg: 顔面神経節、
IXg: 舌咽神経節、Xg: 迷走神経節。
B-D, PLC-β2発現細胞にGFPを発現するトランスジェニックメダカ (Aihara et al.,
2007) においてGFP蛍光を発した味蕾存在部位の拡大図
味蕾の一部の細胞がGFP蛍光(緑)を発している。
E, ゼブラフィッシュを腹側から見た時の模式図。左が前方部。図の1から4はそれぞれ
第1鰓弓から第4鰓弓に相当する。鰓弓から出ているひだ状の突起が鰓耙にあたり、
味蕾が存在する。図はHansen et a.,2002より引用。
スケールバーは50 µm (B-D)
E
IXg
口唇
鰓耙
XgVIIg
咽頭
舌弓
図 0-8 魚類における味覚情報の予想伝達経路
解剖学的手法 (Morita et al., 1980) や神経トレーサーを脳に注入した解析 (Lamb and 
Caprio, 1993; Yoshimoto et al., 1998; Kato et al., 2012) により過去に報告されてきた魚類
における味蕾から味覚中枢への予想投射経路。メダカの脳を左側面から見た模式図であり、
味蕾からの上行性神経は矢印の順に投射しているとされる。魚類一般的に共通であると考
えられている経路のみ示した。赤字は味覚中枢とされる領域の略称であり、模式図中では
領域をグレーで示した。重なった部分は色が濃くなっている。括弧内は脳の構造上の名称。
VIIL: 顔面葉、 XL: 迷走葉、 NGS: 第 2 味覚核、 NDLI: 下葉分散核、  pTGN: 糸球体第 3 味覚核、
dDm: 終脳背側野内側部の背側部
体表および
口唇部の味蕾
舌弓および
第 1 鰓弓の味蕾
第 2 ～ 4 鰓弓
および咽頭部の味蕾
迷走神経節
Xg
pTGN
VIIL XL
顔面神経節
VIIg
舌咽神経節
IXg
NGS
NDLI
( 終脳 )
( 中脳 )
( 延髄 )
( 視床下部 )
dDm
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本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表
できない。5 年以内に出版予定。 
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第 2 章 
メダカ PLC-2 発現細胞を起点とした味の情報伝達回路の可視化  
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序 
味の情報伝達に関わる神経細胞は、古くから特定の神経核へ神経トレーサーである色
素を直接注入する方法や電気生理学的な解析により調べられている。序論にも記載した
が、齧歯類においては、味神経から中枢神経系へと運ばれた味覚情報の伝達経路の概略
は、おおまかに示されている (Smith and St John, 1999)。味神経から運ばれた味覚情報は
全て延髄の孤束核 (Nucleus of the solitary tract, NST) に投射する。NST からは橋の結合腕
傍核 (parabrachial nucleus, PBN) に投射する。PBN からは、視床後内側腹側核小細胞部 
(ventral posterior medial nucleus of the thalamus, VPM)、外側視床下部 (lateral hypothalamus, 
LH)、分界条床核 (bed nucleus of the stria terminalis, BST)、扁桃体中心核 (central nucleus of 
the amygdala, Amyg) のそれぞれに伝達される。VPM からはさらに大脳味覚野 (gustatory 
cortex, GC) へと情報が伝達されることが報告されている（序論 図 0-3）。神経トレーサ
ーの注入実験では、神経核同士のおおまかなつながりは把握できるものの、狙った特定
の神経細胞集団にのみ色素を注入することは技術的に困難であり、特定の神経細胞と接
続する神経回路のみを詳細に辿るには適していないと考えられる。また、電気生理学的
な解析は、刺激に応答する特定の神経核における神経細胞を調べることには適するが、
接続する神経回路全体を解析することは非常に困難であると考えられる。 
近年では、経シナプス性神経トレーサーである小麦胚芽レクチン  (wheat germ 
agglutinin, WGA) を遺伝子工学的に特定の味細胞に発現するトランスジェニック (Tg) 
マウスを作出し、味の情報を伝達する神経回路網の可視化が試みられている。既に、当
研究グループを中心として、甘味･旨味の情報伝達経路および酸味の情報伝達経路の味覚
1 次中枢までの可視化に成功している (Damak et al., 2008; Ohmoto et al., 2008; Yamamoto 
et al., 2011)。また、苦味の情報伝達経路についても味神経までの可視化はなされている 
(Ohmoto et al., 2010)。しかし、現状では味覚 1 次中枢までの可視化にとどまっており、
高次中枢までの可視化には至っていない。味の情報伝達に関わる神経回路網の全容解明
のためにはより高次中枢までの可視化が必要である。 
我々は味覚情報伝達経路の全容を明らかにし、味の情報伝達・認識に関わる神経細胞
の特徴を知るため、マウスに代えて、小型魚類であるメダカを実験動物に用いることに
した。メダカは、序論で述べたとおり、味蕾の数が多く、脳のサイズが小さいといった
特徴を持つため、神経トレーサーが効率良く輸送される可能性が期待され、味覚の高次
中枢までの可視化が期待できると考え使用した。 
魚類においては、神経トレーサーの注入実験から味覚中枢同士の接続はいくつか報告
がある (Kanwal et al., 1988; Lamb and Caprio, 1993; Kanwal and Finger, 1997; Yoshimoto et 
al., 1998; Kato et al., 2011; Kato et al., 2012)。一般的に、味蕾から VIIg、IXg、Xg の 3 つの
神経節を介し、延髄の味覚 1 次中枢である顔面葉（facial lobe, VIIL）、迷走葉（vagal lobe, 
XL）へ投射する。ここから二次味覚路を通り、峡（isthmus）にある第 2 味覚核（secondary 
gustatory nucleus, NGS）へ投射する。さらに NGS から視床下部の下葉（哺乳類の視床下
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部に相同）の分散核（diffuse nucleus of inferior lobe, NDLI）や、糸球体の第 3 味覚核
（preglomelular tertiary gustatory nucleus, pTGN）に投射する経路が存在する（序論 図 0-8）。
終脳への投射経路に関しては、pTGN を介して終脳の背側野内側部の背側部（dorsal region 
of the Dm (medial part of the dorsal telencephalic area), dDm）へ投射する回路は魚類に共通
の味覚高次中枢への神経回路であることが示唆されている。しかし、味覚 3 次中枢以降、
特に終脳への投射については、魚種により様々な神経核同士の接続が報告されており
(Folgueira et al., 2004b; Folgueira et al., 2004a; Kato et al., 2011; Kato et al., 2012)、各神経核
同士の接続については不明な点も多い。 
味細胞で受容された味情報の伝達・認識に関わる神経細胞を同定し、味質ごとの違い
や神経細胞の特徴を知ることが我々の最終的な目的である。本章ではその第一歩として、
メダカを用いて、特定の味細胞を起点とした味情報伝達回路を高次中枢まで可視化する
ことを試みた。 
そこで、味蕾細胞に WGA トランスジーンを発現する Tg メダカの作出および Tg メダ
カにおける WGA タンパク質の発現と輸送経路を免疫組織化学的解析により行った。
WGA トランスジーンの発現を誘導するプロモーターには、第 1 章の解析により、魚類に
おいても T1R や T2R 発現細胞を含む 5 割の味蕾細胞で発現することが示され、既に当研
究室で取得済みであるメダカ PLC-2 の転写制御領域 (Aihara et al., 2007) を使用した。 
作出した Tg メダカにおける WGA の輸送を解析した結果、PLC-2 発現味蕾細胞で発
現した WGA が、味神経を含む神経節および味覚情報の伝達、処理に関与すると考えら
れる味覚 3 次中枢、さらに終脳領域の味覚高次中枢の神経細胞にまで輸送されているこ
とが観察された。よってメダカを用いることにより、マウスではできなかった味細胞を
起点とした味覚情報の伝達・認識に関わる神経回路の高次中枢までの可視化に成功した。
また、経時的な解析を行ったことにより、味覚情報の伝達・認識に関わる神経が、味蕾
細胞から味神経を介し、延髄へ投射され、中脳や間脳の複数の味覚中枢を経て、高次中
枢である終脳領域の神経核にまで接続するというおおまかな接続様式を示すことができ
た。 
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1. 材料および方法 
1-1. 実験動物 
第 1 章の 1-1 同様に Cab 系統のヒメダカを野生型 (WT) メダカとして用いた。 
 
1-2. トランスジーンの構築 
バックボーンとしてメダカ PLC-2 遺伝子 5’上流域 1.6 kb (mfplcb2-1.6k) の 3’側に
EGFP および I-Sce I メガヌクレアーゼ切断認識配列 (Thermes et al., 2002) を両端に加え
たカナマイシン耐性遺伝子を連結した mfplcb2-1.6kEGFP<Kan>プラスミド (Aihara et al., 
2007) を用いた。 
WGA cDNA 配列は、WGA タンパク質の D 型異性体 (Smith and Raikhel, 1989) のコー
ディングシークエンスから、C 末端のプロペプチド配列 15 アミノ酸を除いた truncated 
WGA (Yoshihara et al., 1999) について、サブクローニング時に 191 番目のアミノ酸に導入
されていた変異を野生型に戻したもの  (Ohmoto et al., 2008; Ohmoto et al., 2010; 
Yamamoto et al., 2011) を使用した。この WGA cDNA 配列をプラスミドから Eco RI およ
び Not I 処理で切り出し、平滑化した。ウサギ-globin 遺伝子のイントロン (gl) と 3’-
ノンコーディング領域および SV40ポリA付加配列を含む pBStNを EcoR I処理および平
滑化し、これに WGA cDNA 断片を挿入した。このプラスミドの Spe I サイトの部分に、
mfplcb2-1.6k を組み込んだプラスミドから Spe I で切り出した mfplcb2-1.6k を挿入した。
さらに Not I 処理後、平滑化し Sal I 処理して得た断片を、mfplcb2-1.6kEGFP<Kan>プラス
ミドを Apa I 処理後平滑化し、Sal I 処理した部分に挿入した (図 2-2 A)。 
 
1-3. メダカ初期胚へのプラスミドの注入 
注入するプラスミド DNA 溶液は、0.5 U/μl I-Sce I 酵素、0.5× I-Sce I buffer (Roche 
Diagnostics 社)、1.5% dextran-rhodamine B (D-18249、Invitrogen 社) および 5 mM MgCl2を
含むインジェクションバッファーに、図 2-2 A のプラスミド濃度が 20~100 ng/μl になるよ
うに調製した。注入用の針は芯入りガラス管 (GD-1、ナリシゲ社) からプラー (PC-10、
ナリシゲ社) を用いて作製した。受精直後のメダカ胚をメダカ飼育水 (0.03%人工海水、
1 ppm メチレンブルー) を入れたシャーレに採取し、氷上に設置したフローターの上に
乗せて冷やすことで発生を遅延させた。1 または 2 細胞期の胚を 4%メチルセルロース溶
液中に固定し、実体顕微鏡 (SZX10、オリンパス社) 下で電動マイクロインジェクター 
(IM-300、ナリシゲ社) を用いて DNA 溶液を微量注入した。注入後直ちに胚をメダカ飼
育水中に回収し、28 °C の恒温漕で発生させた。 
 
1-4. メダカ稚魚の選抜 
トランスジーンを微量注入した個体および、Tg 個体の継代の際には、孵化後 1 日の仔
魚を蛍光顕微鏡で 460~490 nm の励起フィルタと 510 nm の蛍光フィルタを用いて味蕾存
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在部である口唇および鰓部で GFP 蛍光を観察し、GFP 蛍光陽性の Tg 個体を選抜した。 
 
1-5. in situ ハイブリダイゼーション (ISH) による解析 
1-5-1. プローブの作製 
基本的な操作は第 1 章 1-3-1 と同じである。 
メダカ PLC-2 遺伝子の cDNA 配列 (GenBank: AB254242)、WGA 遺伝子の cDNA 配列 
(GenBank: M25537)、メダカ PKD2L1 遺伝子の cDNA 配列 (GenBank: AB571240) を
pBluescript II SK (+) に挿入して鋳型とした。使用した遺伝子の cDNA 領域については表
2-1 にまとめた。 
この節では合成したプローブは平均長が約 500 bpになるようにアルカリ溶液中で断片
化したが、後述の 1-6-4. IHC と ISH を用いた二重染色における解析のみプローブの平均
長が約 150 bp になるようにアルカリ溶液中で断片化した。 
 
1-5-2. メダカ頭部の切片作製 
ISH 解析には、受精後 12 日、1 か月齢の稚魚と、3 ヶ月齢以上の成魚の Tg および WT
メダカを使用した。成魚については、第 1 章 1-3-2 と同じである。 
稚魚（12 日齢および 1 か月齢）を切片にする際は、尾部を切り落とさずに固定を行っ
た。また、12 日齢の稚魚は脱灰操作も行わずにブロックにした。包埋ブロックはクライ
オスタットで切片にした。成魚の矢状面切片および水平切片は 10 m、成魚脳の冠状切
片は 20 m、稚魚の冠状切片は 12 m 厚の切片にした。切片は染色時まで-80℃で保存し
た。 
 
1-5-3. ISH 
基本的な操作は第 1 章 1-3-3 と同じである。ただし、この節では、アセチレーション
は行わずにハイブリダイゼーションを行った。 
 
1-5-4. 二重 ISH の操作 
ハイブリダイゼーションの前までの操作は第 1 章 1-3-3 と同じである。ハイブリダイ
ゼーションは、DIG 標識のプローブと Fluorescein 標識のプローブを混ぜて行った。その
後は、ブロッキングを第 1 節 1-3-4 と同様の操作を行い、ブロッキング操作の後、ブロ
ッキング液で 1000 倍希釈した HRP (horse raddish peroxidase) 標識抗 Fluorescein 抗体 
(Jackson ImmunoReseach 社) 溶液で 1 時間抗原抗体反応を行った。その後 0.05% Tween20
を含む TBS (TBSt) で 3 回洗浄したのち、0.0015% H2O2を含む amplification バッファー 
(Invitrogen社) で 100倍希釈した TSA-AlexaFluor555 (Invitrogen社) にて遮光して 30分反
応させた。以後遮光しながら操作を行った。TBS で 2 回洗浄し反応を止めた後、1% 
H2O2/TBS で 30 分間処理し HRP を失活させた。再度 TBS で 3 回洗浄したのちに、100 倍
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希釈した HRP 標識抗 DIG 抗体 (Roche Diagnostics 社) で 1 時間抗原抗体反応させた。そ
の後 TBSt で 3 回洗浄したのち、0.0015% H2O2を含む amplification バッファーで 100 倍希
釈した TSA-AlexaFluor488 (Invitrogen 社) にて 30 分反応させた。発色後は TBS で 3 回、
蒸留水で 1 回洗浄し、風乾させた後 Fluoromount（Sigma 社）およびマイクロカバーグラ
スで封入した。観察は共焦点レーザー顕微鏡 (FV500 Olympus 社) を用いて行った。 
 
1-6. 免疫組織染色 (Immunohistochemistry, IHC)  
1-6-1. メダカの切片作製 
メダカ頭部の切片の作製法については、基本的に 1-5-2 と同じである。脳を摘出し、
切片を作製する場合は、摘出した脳を 4% PFA/PBS に約 16 時間浸した後、脱灰操作をせ
ずに不凍処理の操作を行った。稚魚の矢状面切片は 10 m 厚にした。 
 
1-6-2. メダカ成魚由来のアセトンパウダーの作製およびアセトンパウダー処理 
WT メダカ成魚 4 g 分を予め-80℃に冷やしておいた乳鉢に入れて、液体窒素を加えな
がら乳棒で 10 分間磨り潰した。遠心管に移し、しばらく室温に静置した。その後、生理
食塩水を 16 ml と-20℃のアセトンを 16 ml 加え、よく混合し、4℃で 30 分放置した。10000 
x g で 10 分間遠心後、上清を除き、アセトンを 30 ml 加え、よく混合し 4℃で 10 分放置
した。再度 10000 x g で 10 分間遠心後、上清を除いた。沈殿をミクロスパーテルでかき
とり、濾紙 (Filter Papers 50 Hardened, Whatman 社) の上に載せ、乾燥させた。その後、
再度乳鉢と乳棒を使い、さらに細かく磨り潰し、密閉容器に入れて-20℃で保存した。1
次抗体をアセトンパウダー処理する場合、ブロッキング溶液で希釈した抗体溶液にアセ
トンパウダーを 1%加え、混合し、4℃で約 16 時間静置させた。その後、遠心させ、上清
を 45 m のフィルターに通し、抗体の非特異的な結合を除いたものを 1 次抗体として使
用した。 
 
1-6-3. IHC  
1-6-3-1. 味蕾および神経節での抗 WGA 抗体を用いた IHC 
メダカ切片をドライヤーの冷風で乾かした後、4% PFA/PBS に 10 分間浸し固定した。
PBS で 3 回洗浄した後、0.2% TritonX100 を含んだ PBS (PBST) で希釈した 5%ウサギ正
常血清で 30 分ブロッキングした。その後、1 次抗体としてヤギ抗 WGA 抗体 (Vector 社) 
を 500～10000 倍希釈 (味蕾では 10000 倍、神経節では 500～1000 倍) で含むブロッキン
グ溶液で常温にて 2 時間抗原抗体反応を行った。PBS で 3 回洗浄した後、2 次抗体とし
てHRPポリマーで標識された ImmPRESSウマ抗ヤギ IgG抗体 (Vector社) をそのまま使
用し、常温で 30 分抗原抗体反応を行った。反応後、PBS で 3 回洗浄し、0.6%硫酸ニッケ
ルアンモニウムと 0.006% H2O2を含む 0.1% DAB (diaminobenzidine tetrahydrochloride) 溶
液で 5 分間発色させた。発色後は蒸留水で 4 回洗浄し、風乾させた後 Fluoromount およ
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びマイクロカバーグラスで封入した。 
 
1-6-3-2. 脳での抗 WGA 抗体を用いた IHC 
メダカ切片をドライヤーの冷風で乾かした後、4% PFA/PBS に 10 分間固定し、PBS で
3 回洗浄した後、0.3% H2O2/PBS で 30 分処理し、内在 HRP 活性を除去した。その後 PBS
で 3 回洗浄した後、PBST で希釈した 2.5%ウマ正常血清で 30 分ブロッキングした。その
後、アセトンパウダー処理したヤギ抗 WGA 抗体を 1 次抗体として 300 倍希釈して含む
ブロッキング溶液で常温にて 2 時間抗原抗体反応を行った。PBS で 3 回洗浄した後、2
次抗体として HRP ポリマーで標識された ImmPRESS ウマ抗ヤギ IgG 抗体をそのまま使
用し、常温で 30 分抗原抗体反応を行った。PBS で 3 回洗浄した後、0.6%硫酸ニッケルア
ンモニウムと 0.006% H2O2を含む 0.1% DAB 溶液で 5 分間発色させた。発色後は蒸留水
で 4 回洗浄し、風乾させた後 Fluoromount およびマイクロカバーグラスで封入した。 
 
1-6-3-3. 脳での抗WGA抗体による IHCおよびクレシルバイオレットを用いたNisslとの
二重染色 
封入までの操作は 1-6-3-2 と同様である。封入後、蒸留水に 12 時間以上浸し、一度カ
バーグラスをはがし、30%、50%、70%、95%のエタノールにこの順に 2 分ずつ浸し、最
後に 100%エタノールに 3 分浸して脱水を行った。その後、95%、70%、50%、30%のエ
タノールにこの順で 2 分ずつ浸し、蒸留水に 2 分浸して再水和させた。水和後、0.5%の
クレシルバイオレット (Aldrich 社) を含む 0.25%酢酸溶液に 10 分間浸し、Nissl 染色を行
った。染色後は、95%エタノールで 2 回洗浄後、100%エタノール、50%キシレン/50%エ
タノール混合液、100%キシレンの順に 3 分ずつ浸し、最後に再度 100%キシレンに 3 分
間漬け、脱水させた。風乾後、ベクタマウント (Vector 社) : キシレン = 2:1 の溶液およ
びマイクロカバーグラスを用いて封入した。 
本章の成魚脳における IHC では、1 次抗体であるヤギ抗 WGA 抗体の濃度を 100 倍に
希釈して染色すると、脳組織全体が青紫色になりノイズを生じた（データは示さない）。
そこで、ノイズが生じずに最も強く WGA タンパク質を検出できる条件として、1 次抗体
の濃度を 300 倍に希釈して IHC を行うことにした。また、結果 2-7 においては、IHC に
より検出されたシグナルが、Nissl 染色で染まる細胞に含まれていた場合には、その細胞
に WGA タンパク質が局在していると判断した。 
 
1-6-4. IHC と ISH を用いた二重染色 
メダカ切片をドライヤーの冷風で乾かした後、4% PFA/PBS で 10 分間固定した。直前
に 0.1% DEPC 処理した PBS で前処理 15分間を 2回行い、Target Retrieval Solution (DAKO
社) 溶液に 95℃で 40 分間浸し、抗原賦活化処理を行った。その後、4% PFA/PBS で 5 分
間再固定し、5×SSC で 15 分間洗浄した後、ISH の操作と同様にプレハイブリダイゼーシ
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ョンからブロッキングまで行った。ブロッキング後は 100 倍希釈 HRP 標識抗 DIG 抗体
で 1 時間抗原抗体反応を行い、TBSt で 3 回洗浄後、100 倍希釈 TSA-AlexaFluor488 で 30
分反応させた。その後、PBS で 3 回洗浄した後、ウマ正常血清を含む PBST で 100～300
倍に希釈したヤギ抗WGA抗体 (Vector社) 溶液で常温にて 2時間抗原抗体反応を行った。
PBS で 3 回洗浄した後、200 倍希釈したロバ抗ヤギ IgG AlexaFluor 555 で 1 時間反応させ
た。反応後は、PBS および蒸留水で洗浄し、風乾させた後 Fluoromount およびマイクロ
カバーグラスで封入した。観察は共焦点レーザー顕微鏡 (FV500 Olympus 社) を用いて行
った。 
  
表2-1 本章の解析で使用したin situ  ハイブリダイゼーション用のプローブ配列
遺伝子名 GenBankaccession number
使用した
cDNA断片長 (bp)
cDNA中の
使用断片領域 (bp) cDNA全長 (bp)
メダカPLC-b2 AB254242 740 1094-1833 3844
WGA M25537 594 5-598 998
メダカPKD2L1 AB571240 2503 1-2503 2503
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2. 結果 
2-1. メダカ PLC-2 遺伝子の発現分布について 
本研究は、PLC-2 遺伝子のプロモーターを用いて、PLC-2 発現細胞において発現す
る神経トレーサーWGA の輸送経路を解析することにより、味覚情報伝達神経回路を可視
化することが目的である。そこで、まず WGA の発現元となるメダカ PLC-2 発現細胞の
分布について把握しておく必要がある。既に第 1 章の結果から、味蕾細胞中における
PLC-2 発現細胞の割合と他分子との発現相関は示された。しかし PLC-2 遺伝子は、哺
乳類では味蕾以外にも鼻腔内上皮に存在する孤立化学受容細胞（solitary chemoreceptor 
cells, SCC）(Finger et al., 2003; Tizzano et al., 2011) および血球系の細胞 (Sun et al., 2007) 
で発現することが報告されている。メダカでは味蕾細胞以外での PLC-2 発現細胞の分
布は不明であったので解析した。 
全身における PLC-2 の発現を調べるため、過去に作出した PLC-2 発現細胞に GFP
を発現する Tg メダカ (Aihara et al., 2007) の稚魚を用いて蛍光顕微鏡観察によって GFP
蛍光を発する細胞を観察した。その結果、味蕾において GFP 蛍光を発する細胞が非常に
多く観察され、蛍光強度も強かった（図 2-1B, C）。味蕾以外の組織では、胸腺において
GFP 蛍光が観察された（図 2-1 D）。胸腺での GFP 蛍光は味蕾における蛍光強度より弱く
頻度も非常に低かった（図 2-1 B-D）。その他の部位では GFP 蛍光を発する細胞は観察さ
れなかった。次に、観察された胸腺での発現が使用した Tg 個体における異所的な発現で
はないことを調べるため、成魚水平切片を用いて胸腺において ISH を行った。その結果、
胸腺の一部の細胞において PLC-2 mRNA の発現が観察された（図 2-1 E）。この結果か
ら、メダカの PLC-2 発現細胞は味蕾以外にも胸腺に存在することが明らかになった。
メダカにおいて PLC-2 は、哺乳類と同様に、胸腺中のリンパ球やマクロファージなど
血球系の細胞に発現していると考えられた。これらの細胞は味覚と関連がなく、シナプ
スを介して神経細胞へは輸送されないと考えられた。また、味蕾での発現に比べ、胸腺
での発現細胞はごくわずかであり、発現量の少なさからも中枢での解析には寄与しない
と考えられた。よって、メダカ PLC-2 遺伝子のプロモーターを使用して、WGA の発現
を誘導した Tg メダカにおいては、味蕾細胞を起点とした神経伝達回路の解析が可能であ
ると判断された。 
 
2-2. PLC-2 発現細胞に WGA を発現させる Tg メダカの作出 
味覚神経回路の高次中枢までの可視化を目的として、当研究グループで既に取得済み
のメダカ PLC-2 遺伝子の転写制御領域 1.6 kb (mfplcb2-1.6k) (Aihara et al., 2007) を用い
て PLC-2 発現細胞に WGA を発現する Tg メダカ（PLC-2-WGA メダカ）の作出を試み
た。まず遺伝子導入用プラスミドの作製を行った。mfplcb2-1.6k に、WGA cDNA 配列を
連結したカセットと EGFPタンパク質の cDNA配列を連結したカセットの 2つを逆向き
に挿入したプラスミドを作製した。EGFP タンパク質のカセットは Tg の選抜に使用する
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ため挿入した。WGA cDNA 配列の直前には、mRNA の安定化と発現効率の上昇のため、
ウサギの-globin 遺伝子のイントロン (gl) の配列を挿入し (Huez et al., 1981)、トラン
スジーンの挿入効率の上昇のための I-Sce I メガヌクレアーゼ切断認識配列をカセットの
両端に挿入した (Thermes et al., 2002)（図 2-2A）。 
以上のようにして作製したプラスミドを WT メダカ初期胚に微量注入し、得られた個
体のうち、味蕾が存在する口唇と鰓部において GFP 蛍光を発する細胞の頻度が特に高か
った 5 個体をファウンダー (G0 世代) として使用し、WT メダカと交配して F1 世代のメ
ダカを得た。この F1 世代メダカで GFP 蛍光を発する個体が得られたファウンダー3 個体
由来の F1 世代メダカのうち、GFP 蛍光を発する個体を 1 個体ずつ取得し、各々WT メダ
カと交配させて F2 世代のメダカを得た。これら 3 つの系統を、g3, g4, g5 と名付けた。
この 3 系統の F2 世代稚魚の味蕾細胞での GFP 蛍光の強度は、g3 と g5 の 2 系統で強かっ
たため、今後の解析ではこの 2 系統を使用した。ただし図に使用したのはこのうち g3 系
統のみとした。以降の解析では F2～F5 世代の Tg メダカを使用した。 
系統化した Tg メダカにおいて、WGA mRNA が味蕾細胞内で、PLC-2 発現細胞特異
的に発現しているかを ISH により解析した。3 か月齢の Tg メダカおよび WT メダカの矢
状面切片を用いて解析した結果、Tg メダカにおいては口唇、鰓耙、咽頭歯部いずれの味
蕾においても WGA mRNA の発現が観察された（図 2-2B）。一方で、WT メダカでは発現
が観察されなかった。この結果から、WGA mRNA が味蕾細胞で発現していることが示
された。 
続いて、この発現が PLC-2 発現細胞特異的であるかどうかを調べるため、3 か月齢の
Tg メダカ成魚に対して二重標識 ISH を行い、WGA mRNA と、内在 PLC-2 遺伝子およ
び第 1 章での解析から PLC-2 と基本的に排他的に発現する PKD2L1 遺伝子との発現の
重なりを調べた。その結果、WGA mRNA は内在 PLC-2 mRNA 発現細胞特異的に発現し
ていることが観察された（図 2-3 上段）。さらに WGA mRNA は PKD2L1 とは排他的に発
現していた（図 2-3 下段）。以上の結果から、作出した Tg メダカは PLC-2 発現味蕾細
胞特異的に WGA mRNA を発現しており、PLC-2 発現味蕾細胞に WGA mRNA を発現す
るメダカ（PLC-2-WGA メダカ）の作出に成功した。 
  
2-3. PLC-2-WGA メダカの WGA タンパク質の味蕾における発現分布の解析 
続いて WGA タンパク質の発現が検出されるかを調べるため、メダカの矢状面切片に
ついて、抗 WGA 抗体を用いた免疫組織染色（IHC）を行い味蕾での WGA タンパク質の
発現解析を試みた。まず系統化された F2 世代メダカの成長途中である 1 か月齢の稚魚を
用いて解析を行った。その結果、一部の味蕾細胞において WGA タンパク質の発現が観
察された（図 2-4A-i）。よって、作出した PLC-2-WGA メダカは WGA タンパク質を発
現しており、このメダカは味蕾細胞を起点とした神経伝達回路の解析に有効なメダカで
あることが示された。 
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そこでこの Tg メダカの成魚（6 か月齢）においても IHC を行い WGA タンパク質の発
現、輸送を解析することを試みた。まず、味蕾において解析した結果、6 か月齢の成魚
の味蕾では、WGA タンパク質は非常に強く発現していた（図 2-4A-ii）。鰓周辺部の味蕾
においては、味蕾と接続している神経線維も非常に強く染まることが観察され、WGA
タンパク質の神経線維への輸送が示唆された（図 2-4A-ii）。 
ここで、WGA タンパク質の味蕾内での発現細胞を解析するため、IHC と ISH を組み
合わせた二重染色を行い、WGA タンパク質と WGA および PKD2L1 mRNA の発現を解
析した。その結果、WGA タンパク質は WGA mRNA 発現細胞と一致したが、PKD2L1 
mRNA 発現細胞とは重なりが見られなかった（図 2-5）。以上から、PLC-2 発現味蕾細
胞で発現した WGA タンパク質は少なくとも PKD2L1 発現味蕾細胞には輸送されないこ
とが示された。マウスでの解析で観察されている結果と同様に、メダカにおいても WGA
タンパク質は隣接する別の味蕾細胞へは輸送されず直接神経線維へ運ばれている可能性
が示唆された (Ohmoto et al., 2008; Ohmoto et al., 2010; Yamamoto et al., 2011)。 
 
2-5. 味神経を含む神経節における WGA タンパク質の輸送解析 
味蕾において WGA タンパク質の発現が観察されたので、次に味蕾に投射している味
神経においても IHC により WGA タンパク質の検出を試みた。味蕾の解析で用いた 1 か
月齢の稚魚と 6 か月齢の成魚ともに解析した結果、味神経が含まれている神経節の一つ
である迷走神経節 (Xg) において、どちらも WGA タンパク質陽性細胞が観察された（図
2-4 B）。味蕾の時と同様に稚魚よりも成魚の方が、WGA 陽性細胞が鮮明に観察された。 
この結果から、味蕾で発現した WGA タンパク質が味神経へ輸送され、成長した方が
WGA の輸送量が増える可能性が示唆された。 
 
2-6. 味覚中枢における WGA タンパク質の輸送解析 
 2-5 により WGA の味神経への輸送が示唆された。次に味覚中枢への WGA タンパク質
の輸送を期待して味神経と接続している味覚 1 次中枢、さらに味覚 1 次中枢と接続して
いる味覚 2 次中枢において WGA タンパク質の局在を解析した。1 か月齢の稚魚の頭部お
よび 6 か月齢の成魚の冠状切片を用いて IHC を行った。メダカの脳の神経核の名称は、
特に記載がなければ Ishikawaら (1999) のメダカ脳アトラスの表記に準じることにした。 
まず、1 か月齢の稚魚において解析した結果、Xg と接続している味覚 1 次中枢である
延髄の迷走葉（vagal lobe, XL）において WGA タンパク質がごくわずかに検出された（図
2-6A-i）。また、同一切片上の迷走神経運動核（vagal motor nucleus, NXm）（図 2-6A-ii）
および網様体（reticular formation, RF）（図 2-6A-iii）の細胞でも WGA タンパク質が検出
された。しかし、味覚2次中枢である峡（中脳と延髄の間）の第 2味覚核（secondary gustatory 
nucleus, NGS）においては、WGA タンパク質は検出されなかった（図 2-6C）。 
 次に、6 か月齢の成魚においても稚魚同様に解析した。その結果、XL において稚魚の
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場合よりもはっきりとした WGA 陽性細胞が検出され、WGA タンパク質の輸送が示され
た（図 2-6B-i）。さらに NXm と RF においても WGA タンパク質が検出され、稚魚より
も染色像は濃く鮮明であった（図 2-6B-ii, iii）。さらに NGS においても解析した結果、稚
魚では検出できなかった WGA タンパク質が検出された（図 2-6D）。 
 以上の結果から、稚魚よりも成魚の方が WGA の発現量が多く、より高次中枢まで
WGA が検出された。よって味蕾で発現した WGA タンパク質は、時間を経るごとにシナ
プスを介して徐々に高次中枢まで輸送されることが示唆された。つまり経時的な解析を
行うことで、WGA タンパク質が輸送される神経核の順番を辿ることができ、味情報伝達
回路の詳細が把握できると考えた。そこで成長段階が異なるメダカを用いて WGA の局
在を詳細に解析することにした。 
 
2-7. PLC-2-WGA メダカを用いた WGA の経時的な輸送解析 
 2-3 から 2-6 の解析結果から、経時的な解析を行うことで、味情報伝達回路の詳細が把
握できると考えた。そこで、成長による WGA の発現および輸送の差をはっきりさせる
ため、より成長段階の早い時期と成長段階の遅い時期の Tg メダカを用いて詳細な解析を
行うことにした。そこで、より成長段階の早い時期であり孵化後 1, 2 日程度である 12 日
齢の稚魚、成長が終わっている段階である 9 か月齢の成魚を用いることにした。さらに、
中間の段階として、性成熟した比較的若い段階の 3 か月齢の成魚も加え、成長段階が大
きく異なる 3 点を用いて WGA の輸送経路を詳細に解析した。 
 
 2-7-1. 12 日齢の Tg メダカ稚魚における WGA の発現および輸送解析 
まず、12 日齢の稚魚において、WGA の発現および輸送を IHC により解析した。その
結果、12 日齢の稚魚の味蕾では WGA タンパク質の発現が観察された（図 2-7B）。鰓周
辺部の味蕾においては、味蕾と接続している神経線維への WGA の輸送も観察された（図
2-7A 矢印）。次に、味神経を含む 3 つの神経節である顔面（VIIg）、舌咽（IXg）、迷走（Xg）
神経節においても観察したところ、いずれの神経節においても一部の細胞で WGA が検
出された（図 2-7A, C-F）。続いて中枢においても解析した結果、延髄領域にある迷走葉
（XL）において WGA 陽性細胞が観察された（図 2-8A, B）。また、同一切片上の XL よ
りもやや外側かつ腹側に位置する領域においても WGA 陽性細胞が観察された（図 2-8A, 
C）。さらに網様体 RF においても WGA 陽性細胞が観察された（図 2-8D, E）。しかし、
延髄以外の脳領域においては、WGA は観察されなかった。 
 
2-7-2. 3 か月齢の Tg メダカ成魚における WGA の発現および輸送解析 
 次に、3 か月齢の成魚において、WGA の発現および輸送を IHC により解析した。その
結果、味蕾において WGA タンパク質の非常に強い発現および周辺の神経線維への輸送
が観察された（図 2-9A, B）。味神経においては、12 日齢で既に観察されていた味神経を
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含む 3 つの神経節 VIIg、IXg、Xg において一部の細胞で WGA が観察され（図 2-9D-F）、
さらに三叉神経の神経節（Vg）においても WGA 陽性細胞が一部観察された（図 2-9C）。
これらの神経節については、WGA 陰性細胞も観察されたことから、WGA は複数の神経
節中の神経細胞へ選択的に輸送されていることが示された。しかし、各神経節において、
WGA 陽性細胞と陰性細胞は分散されて存在しており、空間的な発現分布パターンは明ら
かにはできなかった。また、味神経を含む 3 つの神経節 VIIg、IXg、Xg においては、神
経節中の神経細胞における WGA 陽性細胞の割合を計数した。その結果、VIIg では約 60%
の細胞 (130/218、59.6±6.3% (n=3))、IXg では約 60%の細胞 (115/183、62.8±1.3% (n=3))、
Xg では約 50%の細胞 (346/721、48.0±7.1% (n=4))が陽性であることが示された。 
 続いて、中枢における WGA の輸送を解析した。WGA が神経細胞に含まれることを明
確にするため、以降の解析では、Nissl 染色も行い、二重染色した切片で解析した。Nissl
染色により染まる部分は神経細胞であるので、これに含まれる WGA 陽性細胞に関して
今後解析することにした。二重染色の結果、12 日齢と同様に延髄領域において、味覚 1
次中枢 XL（図 2-10A, B）、NXm（図 2-10A, C）、RF（図 2-10A, D）で WGA タンパク質
（黒いドット状のシグナル）が Nissl 染色により着色された神経細胞（紫色）に含まれて
存在していることが観察された。これらの神経核に加えて 3 か月齢の成魚で新たに、延
髄の味覚 1 次中枢の一つである顔面葉（facial lobe, VIIL）においても WGA 陽性細胞が観
察された（図 2-10E, F）。さらに前方部の切片を解析した結果、味覚 2 次中枢 NGS にお
いて WGA 陽性細胞が観察された（図 2-11A, B）。また、NGS のやや後方寄りの切片にお
いて第 2 内耳神経核（secondary octaval population, SO）で WGA 陽性細胞が観察された（図
2-10G, H）。この領域は Anken and Bourrat (1998) のメダカ脳アトラスでは、顔面神経感覚
核（sensory nucleus of the facial nerve, NVIIs）と呼ばれる顔面神経の中枢となっていた。
そこで、VIIL から SO にかけての冠状切片を連続して解析した結果、この 2 つの神経核
は途切れることなく WGA 陽性細胞が前後方向に存在していた（データは示さない）。よ
って SO は VIIL の一部であり、顔面神経から投射する味覚中枢の一部と判断した。さら
に、より前方部の脳においても観察した結果、中脳の脳室付近の神経核に WGA が検出
された（図 2-11C, D）。この核は、Anken and Bourrat (1998) のメダカ脳アトラスにおいて、
背側被蓋核（dorsal tegmental nucleus, DT）と記載されていた。間脳領域では、隆起腹側
核（ventral tuberal nucleus, NVT）（図 2-11E, F）、終脳領域では、終脳腹側野上交連部
（supracommissural part of the ventral telencephalic area, Vs）（図 2-11G, H）、終脳腹側野腹
側部（ventral part of the ventral telencephalic area, Vv）（図 2-11G, I）において微弱ではある
が WGA が検出される細胞が存在した。 
 ここで、神経節や脳の中枢において観察された WGA が、その場所でのトランスジー
ンの異所的な発現ではなく、味蕾から輸送されたものであることを示すため、神経節お
よび脳の中枢において WGA mRNA の発現を ISH により解析した。その結果、いずれの
神経節においても WGA mRNA の発現は見られなかった（図 2-12A-D）。脳においては、
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2-7-3. において 9 か月齢のメダカで観察した領域も含めていずれの神経核でも WGA は
検出されなかった。その一部の結果を図 2-12E-H に記載した。次に、脳で検出された
WGA が、脳内物質と抗体が非特異的に反応して得られたアーティファクトである可能性
を排除するため、WT のメダカ 3 か月齢成魚において IHC による解析を行った。その結
果、本研究で解析したいずれの脳領域においてもシグナルは検出されなかった。結果の
一部を図 2-13 に載せた。 
以上の結果から、神経節や脳の中枢で検出された WGA タンパク質は味蕾発現由来で
あり、味神経を介して輸送されて検出されたことが強く示唆された。 
 
 2-7-3. 9 か月齢の Tg メダカ成魚における WGA の発現および輸送解析 
 最後に、より成長した段階の 9 か月齢の成魚において、脳における WGA の輸送を IHC
により解析した。 
延髄領域では、3 か月齢のメダカで既に WGA の輸送が観察されている VIIL（図 2-14F, 
G）、XL（図 2-14A, B）、NXm（図 2-14A, C）、RF（図 2-14A, D）において同様に輸送が
観察された。さらに、三叉神経下行根（descending trigeminal tract, tV）（図 2-14A, E）、内
側核（medial nucleus, MN）（図 2-14F, H）において新たに WGA 陽性細胞が検出された。
次に、前後方向での分布を詳細に把握するため、水平切片を用いて解析した。その結果、
延髄領域の背側では、第 4 脳室に沿って内側部に XL の陽性細胞が前後方向に広く分布
していた（図 2-15A-D）。さらに XL の分布に沿って外側部では tV（図 2-15A, E, F）にお
いても WGA が観察された。tV は Ishikawa ら (1999) によると三叉神経の求心性線維と
されているが、Anken and Bourrat (1998) のメダカ脳アトラスにおいて、NTv (nucleus of the 
descending trigeminal nerve tract) という神経核として記載されており、Nissl で染色された
細胞群に含まれることからも神経核であると判断した。また、より腹側部の水平切片に
よる解析から、XL 同様に NXm も第 4 脳室に沿って内側部の前後方向に広く分布してい
た（図 2-15G-J）。 
延髄から中脳にかけては、3 か月齢メダカと同様に SO（NVIIs）（図 2-14I, J）、NGS（図
2-16A, B）において WGA 陽性細胞が観察された。味覚 2 次中枢である NGS においては、
WGA は内側部の腹側（図 2-16B）と外側部に分布することが明らかになった。これらに
加えて、縫線核（nucleus of raphe, NRPH）（図 2-16A, C）、脳室周辺灰色地帯（stratum 
periventriculare, SPV）（図 2-16A, D）、乳頭体（mammillary corpus, CM）（図 2-16E, G）に
おいて新たに WGA 陽性細胞が観察された。 
さらに、視床下部の下葉分散核（diffuse nucleus of the inferior lobe, NDLI）（図 2-16E, F）、
糸球体第 3 味覚核（preglomerular tertiary gustatory nucleus, pTGN）（図 2-17A, B）、脳室周
囲後核（periventricular posterior nucleus, NPPv）（図 2-17A, C）、前隆起核（anterior tuberal 
nucleus, NAT）（図 2-17A, D）においても WGA 陽性細胞が観察され、シグナル強度が比
較的強かった。  NDLI と pTGN は間脳の味覚 3 次中枢であると示唆されている 
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(Wullimann, 1988; Yoshimoto et al., 1998)。NDLI は視床下部の表層部に広く分布していた
が、pTGN は、核自体が非常に狭く、神経核内での分布を明らかにすることはできなか
った。また、DT（図 2-16E, H）、NVT（図 2-17A, E）においては 3 か月齢のメダカと同
様に WGA 陽性細胞が観察された。 
続いて、より高次中枢である終脳領域において解析した。その結果、3 か月齢のメダ
カでは観察されていなかった神経核である、終脳背側野後部（posterior part of the dorsal 
telencephalic area, Dp）（図 2-17F, G）、視索前核マグノ細胞部（magnocellular preoptic nucleus, 
POm）（図 2-17F, H）、視索前核小細胞性部（parvocellular preoptic nucleus, POp）（図 2-17F, 
I）、終脳腹側野後部（posterior part of the ventral telencephalic area, Vp）（図 2-17F, J）、終脳
背側野内側部の背側部（dorsal region of the Dm (medial part of the dorsal telencephalic area), 
dDm）（図 2-18A, B）、終脳背側野内側部の腹側部（ventral region of the Dm, vDm）（図 2-18A, 
C）、終脳背側野外側部の腹側部（ventral region of the Dl (lateral part of the dorsal 
telencephalic area), vDl）（図 2-18A, D）において、新たに WGA 陽性細胞が観察された。
Vs（図 2-18A, E）と Vv（図 2-18A, F）においては 3 か月齢のメダカ同様に陽性細胞が観
察され、より強く染まっていた。Dp、vDl は表層の腹側部において強く染まる陽性細胞
が観察された。また、終脳領域では、前後方向で隣接している神経核において WGA 陽
性細胞が連続して観察された（Dp から vDl にかけて、POm と POp から Vv にかけて、
Vp から Vs にかけて）。dDm は、哺乳類における味覚の高次中枢である大脳皮質味覚野
に相当すると示唆される領域である(Yoshimoto et al., 1998; Kato et al., 2012)。 
このように味覚の 1 次から 3 次中枢に加えて、dDm においても WGA 陽性細胞が観察
されたことから、PLC-2-WGA メダカを用いることにより、マウスではできなかった味
細胞を起点とした味覚情報の伝達・認識に関わる神経回路の高次中枢までの可視化に成
功した。 
 
以上の 2-7 の解析結果から、経時的な解析を行うことにより、味細胞で受け取った情
報は、まず味神経および延髄へ投射し、そこから中脳や間脳の複数の神経核を経て、高
次中枢である終脳領域へ接続するという味情報の伝達・認識に関わる神経のおおまかな
接続様式を示すことができた（図 2-19）。 
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図 2-1 味蕾以外におけるメダカ PLC-β2 発現部位の観察
A, 背面から見たメダカ頭部の模式図。左側が前方。PLC-β2 発現部位は赤字で示した。赤枠はそ
れぞれ B, C の写真内の赤枠に対応。赤丸は D の写真内の赤破線内の蛍光を発している細胞に対
応。
B-D, PLC-β2 発現味蕾細胞で GFP を発現するトランスジェニック (Tg) メダカ
 (Aihara et al., 2007) の受精後 10 日のメダカ稚魚の GFP 蛍光写真。
B, 背側から見たメダカ頭部写真。C, D, 腹側から見たメダカ頭部写真。
赤枠内は B が口唇の味蕾の GFP 蛍光、C が鰓部から咽頭歯部にかけての味蕾の GFP 蛍光、D
が胸腺における GFP 蛍光。いずれもメダカは左が前方。
E, WT メダカ成魚の水平切片の胸腺における PLC-β2 プローブを用いた ISH 。胸腺の輪郭は黒
破線で囲った。黒やじりは胸腺の PLC-β2 発現細胞。
スケールバーは D は 500 µm (B-D) 、E は 100 µm
咽頭歯部
図 2-2 WGA 発現用コンストラクトと PLC-β2-WGA Tg メダカの WGA mRNA
の発現解析
A. メダカ初期胚に注入したトランスジーンのプラスミド
pBluescript II SK?(+) ベクターをバックボーンとし、mfPLC-β2 上流域 1.6 kb 
(5’ -mfplcb2-1.6k)?(Aihara et al., 2007) に、WGA を連結したカセットと EGFP
を連結したカセットとを逆向きに挿入した。WGA の cDNA 配列の直前にはウ
サギ β-globin イントロン (βgl) の配列をつないだ。
pA: SV40 ポリ A 配列。Kanr: カナマイシン耐性遺伝子の配列。白三角 : 
I-Sce I メガヌクレアーゼ切断認識配列
B. PLC-β2-WGA Tg メダカの味蕾における WGA mRNA の発現
g3 系統の Tg メダカおよび WT メダカ成魚の矢状面切片を用いて、味蕾が存在
する口唇、鰓耙、咽頭歯部における WGA mRNA の発現を ISH により解析した。
スケールバーは 50 µm
A
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図 2-3 Tg メダカにおける WGA mRNA の味蕾細胞内での発現分布
 g3 系統の Tg メダカ成魚の矢状面切片の味蕾において、WGA、PLC-β2?
PKD2L1 のプローブを用いた二重標識 ISH を行った。代表として鰓耙の味蕾
の染色像を載せた。
マゼンタ , WGA mRNA の発現
緑 , PLC-β2 mRNA の発現（上段）、PKD2L1 mRNA の発現（下段）
スケールバーは 10 µm。
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図 2-4 Tg メダカの稚魚と成魚における WGA タンパク質の発現および輸送解析 -1
（味蕾と味神経）
g3 系統の Tg メダカの 1 か月齢の稚魚と 6 か月齢の成魚の矢状面切片を用いた免疫
組織染色 (IHC) により WGA タンパク質の発現および輸送解析を行った。
A, メダカ鰓周辺部の味蕾における WGA タンパク質の発現
i, 稚魚の味蕾
ii, 成魚の味蕾
B, メダカの迷走神経節 (Xg) における WGA タンパク質の局在
i, 稚魚の Xg
ii, 成魚の Xg 
白やじりは味蕾と接続する神経線維、黒やじりは WGA タンパク質陽性細胞。
スケールバーは A が 10 µm、B が 50 µm
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図 2-5 Tg メダカにおける WGA タンパク質の味蕾細胞内での発現分布
g3 系統の Tg メダカ成魚の矢状面切片の味蕾において、ISH と IHC を組み合わせ
て WGA および PKD2L1 mRNA と WGA タンパク質の二重染色を行った。
マゼンタ , WGA タンパク質の発現
緑 , WGA mRNA の発現（上段）、PKD2L1 mRNA の発現（下段）
スケールバーは 10 µm。
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図 2-6 Tg メダカの稚魚と成魚における WGA タンパク質の発現および輸送解析 -2（味覚中枢）
g3 系統の Tg メダカの 1 か月齢の稚魚および 6 か月齢の成魚を用いて WGA タンパク質の中枢への
輸送を解析した。メダカ頭部または脳冠状切片に対し抗 WGA 抗体を用いて IHC を行った。
上段は、左側に低倍率で見たメダカ切片の写真を、右側に領域の模式図
(Ishikawa et al., 1999 より引用 ) を載せた。下段に低倍率の写真の黒枠部の拡大図を載せた。
A, 味覚 1 次中枢である迷走葉（XL）を含む稚魚の冠状切片の写真
B, XL を含む成魚の脳冠状切片の写真
C, 味覚 2 次中枢である第 2 味覚核（NGS）を含む稚魚の冠状切片の写真
D, NGS を含む成魚の脳冠状切片の写真
XL と NGS の神経核の領域は破線で囲った。
XL: 迷走葉、NXm: 迷走神経運動核、RF: 網様体、NGS: 第 2 味覚核
スケールバーは A, C の低倍率が 100 µm、高倍率が 10 µm、B, D の低倍率が 200 µm、高倍率が 20 µm。
B
味蕾B VIIgC
IXgE XgF
CA
FED
図 2-7 Tg メダカ稚魚（12 日齢）の味蕾および味神経における WGA タンパク質の発現
および輸送
A, D, g3 系統の Tg メダカ稚魚（12 日齢）の矢状面切片において、抗 WGA 抗体を用い
た IHC により解析した。D は A よりも外側部の切片を使用した。
黒枠はそれぞれ C, E, F の拡大図に対応している。
B, Tg メダカ稚魚 (12 日齢）の鰓耙の味蕾における WGA タンパク質の発現
C, 顔面神経節 (VIIg) の拡大図
E, 舌咽神経節 (IXg) の拡大図
F, 迷走神経節 (Xg) の拡大図
黒矢印 :WGA タンパク質の輸送が観察された神経線維
黒やじり : WGA タンパク質陽性神経細胞
白やじり : WGA タンパク質陰性神経細胞
スケールバーは A, D が 100 µm 、B, C, E, F が 10 µm
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図 2-8 Tg メダカ稚魚 (12 日齢）の脳における WGA タンパク質の発現および輸送
A, D, g3 系統の Tg メダカ稚魚 (12 日齢）の延髄領域を含む冠状切片において、抗
WGA 抗体を用いた IHC により解析した。D は A よりも前方部の切片。
黒枠はそれぞれ B, C, E の拡大図に対応している。
B, 迷走葉 (XL) における WGA タンパク質の局在
C, B よりも外側寄りの腹側に位置する領域における WGA タンパク質の局在
E, 網様体 (RF) における WGA タンパク質の局在
スケールバーは A, D が 100 µm 、B, C, E が 10 µm
図 2-9 Tg メダカ成魚（3 か月齢）の味蕾および味神経における WGA タンパク質の
発現および輸送
A, g3 系統の Tg メダカ成魚（3 か月齢）の矢状面切片において、抗 WGA 抗体を用い
た IHC により解析した。
黒枠はそれぞれ D, E, F の拡大図に対応している。
B, Tg メダカ成魚（3 か月齢）の鰓耙の味蕾における WGA タンパク質の発現
C, 三叉神経節 (Vg) の拡大図
D, 顔面神経節 (VIIg) の拡大図
E, 舌咽神経節 (IXg) の拡大図
F, 迷走神経節 (Xg) の拡大図
黒矢印 :WGA タンパク質の輸送が観察された神経線維
黒やじり (A, B): WGA タンパク質発現味蕾細胞
黒やじり (C-F): WGA タンパク質陽性神経細胞
白やじり : WGA タンパク質陰性神経細胞
スケールバーは A が 500 µm 、B が 10 µm、 C が 20 µm (C- F)
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図 2-10 Tg メダカ成魚（3 か月齢）の脳冠状切片における WGA タンパク質の局在解析 -1
Tg メダカ成魚（3 か月齢）脳冠状切片に対し、抗 WGA 抗体を用いた IHC および Nissl 染色を行った。
左の図 (A, E, G) は、左側に低倍率で見た g3 系統のメダカ切片の写真を、右側に領域の模
式図 (Ishikawa et al., 1999 より引用 ) を載せた。写真の切片の位置については I に示した。
右の拡大写真 (B, C, D, F, H) は、左の低倍率写真の黒枠の拡大図を載せた。
青紫がNissl染色による着色。黒いドット上のシグナルが輸送されたWGAタンパク質による着色。
I, メダカ成魚の脳において、過去の解析からメダカの味覚中枢と示唆される領域および終脳のい
くつかの神経核をグレーで示した。2 つ以上の領域が重なった部分は色が濃くなって示されてい
る。領域の位置は Ishikawa et al., 1999 を参照して作製した。
左が前方。上段は左側面から見た図。下段は上から見た図。
上方にあるアルファベットは写真の番号に対応する。
VIIL: 顔面葉、 XL: 迷走葉、 NXm: 迷走神経運動核、RF: 網様体、SO: 第 2 内耳神経核、NGS: 第 2
味覚核、 NDLI: 下葉分散核、 pTGN: 糸球体第 3 味覚核、 Dl: 終脳背側野外側部、Dm: 終脳背側野内
側部、Vv: 終脳腹側野腹側部
スケールバーは左の低倍率写真が 100 µm（A, E, G）、右の拡大写真が 10 µm（B, C, D, F, H）、I
が 500 µm 。
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図 2-11 Tg メダカ成魚（3 か月齢）の脳冠状切片における WGA タンパク質の局在解析 -2
Tg メダカ成魚（3 か月齢）脳冠状切片に対し、抗 WGA 抗体を用いた IHC および Nissl 染色
を行った。
図の見方は図 2-10 と同様である。F の右下の写真は、隣接切片の同一神経核の領域を Nissl
染色せずに IHC のみ行った染色写真である。
VIIL: 顔面葉、 XL: 迷走葉、 NXm: 迷走神経運動核、NGS: 第 2 味覚核、 DT: 背側被蓋核、
NDLI: 下葉分散核、 pTGN: 糸球体第 3 味覚核、 NVT: 隆起腹側核、Vs: 終脳腹側野上交連部、
Dl: 終脳背側野外側部、Dm: 終脳背側野内側部、Vv: 終脳腹側野腹側部
スケールバーは左の低倍率写真が 100 µm（A, C, E, G）、右の拡大写真が 10 µm（B, D, F, H, 
I）、J が 500 µm 。
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図 2-12 Tg メダカ成魚（3 か月齢）の味神経および脳における WGA mRNA?発現解析
A-D, g3 系統の Tg メダカ成魚（3 か月齢）の矢状面切片において、味神経での WGA 
mRNA の発現を ISH により解析した。
A, 三叉神経節 (Vg) の拡大図
B, 顔面神経節 (VIIg) の拡大図
C, 舌咽神経節 (IXg) の拡大図
D, 迷走神経節 (Xg) の拡大図
E-H, g3 系統の Tg メダカ成魚（3 か月齢）の脳冠状切片において、WGA mRNA の発現
を ISH により解析した。
E, 迷走葉 (XL) の拡大図
F, 第 2 味覚核 (NGS) の拡大図
G, 下葉分散核 (NDLI) の拡大図
H, 終脳背側野内側部の腹側部 (vDm) の拡大図
スケールバーは A が 20 µm (A-D), E が 20 µm (E-H)
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図 2-13 WT メダカ成魚脳における抗 WGA 抗体を用いた免疫組織染色像
3 か月齢の WT メダカにおいて抗 WGA 抗体を用いた IHC により WGA の局在の有
無を解析した。
A, 迷走葉 (XL) の拡大図
B, 第 2 味覚核 (NGS) の拡大図
C, 下葉分散核 (NDLI) の拡大図
D, 終脳背側野内側部の腹側部 (vDm) の拡大図
スケールバーは 20 µm (A-D)
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図 2-14 Tg メダカ成魚（9 か月齢）の脳冠状切片における WGA タンパク質の局在解析 -1
Tg メダカ成魚（9 か月齢）脳冠状切片に対し、抗 WGA 抗体を用いた IHC および Nissl 染
色を行った。
図の見方は図 2-10 と同様である。
VIIL: 顔面葉、 XL: 迷走葉、 NXm: 迷走神経運動核、RF: 網様体、tV: 三叉神経下行根、MN:
内側核、SO: 第 2 内耳神経核、NGS: 第 2 味覚核、 NDLI: 下葉分散核、 pTGN: 糸球体第 3 味
覚核、 Dl: 終脳背側野外側部、Dm: 終脳背側野内側部、Vv: 終脳腹側野腹側部
スケールバーは左の低倍率写真が 100 µm（A, F, I）、右の拡大写真が 10 µm（B, C, D, E, G, 
H, J）、K が 500 µm 。
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図 2-15 Tg メダカ成魚（9 か月齢）の脳水平切片における WGA タンパク質の分布解析
Tg メダカ成魚（9 か月齢）脳水平切片に対し、抗 WGA 抗体を用いた IHC および Nissl
染色を行った。
A, XL を含む脳水平切片の写真。XL と tV の領域は破線で囲った。写真の切片の位置は
K に線で記した。
G, NXm を含む脳水平切片の写真。NXm の領域は破線で囲った。写真の切片の位置は K
に線で記した。
B, C, D: XL 内の WGA 陽性細胞の拡大図
E, F: tV における WGA 陽性細胞の拡大図
H, I, J: NXm 内の WGA 陽性細胞の拡大図
K,?メダカ成魚の脳において、過去の解析からメダカの味覚中枢と示唆される領域および
終脳のいくつかの神経核をグレーで示した。2 つ以上の領域が重なった部分は色が濃く
なって示されている。領域の位置は Ishikawa et al., 1999 を参照して作製した。
左が前方。左側面から見た図。左のアルファベットは写真の番号に対応する。
VIIL: 顔面葉、 XL: 迷走葉、 NXm: 迷走神経運動核、NGS: 第 2 味覚核、 NDLI: 下葉分散核、
pTGN: 糸球体第 3 味覚核、 Dl: 終脳背側野外側部、Dm: 終脳背側野内側部、Vv: 終脳腹側
野腹側部
スケールバーは A, G が 100 µm、B が 10 µm (B, C, D, E, F, H, I, J)、K が 500 µm 。
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図 2-16 Tg メダカ成魚（9 か月齢）の脳冠状切片における WGA タンパク質の局在解析 -2
Tg メダカ成魚（9 か月齢）脳冠状切片に対し、抗 WGA 抗体を用いた IHC および Nissl 染
色を行った。
図の見方は図 2-10 と同様である。D の右下の写真は、隣接切片の同一神経核の領域を
Nissl 染色せずに IHC のみ行った染色写真である。
VIIL: 顔面葉、 XL: 迷走葉、 NXm: 迷走神経運動核、NGS: 第 2 味覚核、 NRPH: 縫線核、
SPV: 脳室周辺灰色地帯、NDLI: 下葉分散核、CM: 乳頭体、DT: 背側被蓋核、 pTGN: 糸球体
第 3 味覚核、 Dl: 終脳背側野外側部、Dm: 終脳背側野内側部、Vv: 終脳腹側野腹側部
スケールバーは左の低倍率写真が 100 µm（A, E）、右の拡大写真が 10 µm（B, C, D, F, G, H）、
I が 500 µm 。
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図 2-17 Tg メダカ成魚（9 か月齢）の脳冠状切片における WGA タンパク質の局在解析 -3
Tg メダカ成魚（9 か月齢）脳冠状切片に対し、抗 WGA 抗体を用いた IHC および Nissl 染色を
行った。
図の見方は図 2-10 と同様である。
VIIL: 顔面葉、 XL: 迷走葉、 NXm: 迷走神経運動核、NGS: 第 2 味覚核、 NDLI: 下葉分散核、
pTGN: 糸球体第 3 味覚核、 NPPv: 脳室周囲後核、NAT: 前隆起核、 NVT: 隆起腹側核、Dp: 終脳
背側野後部、POm: 視索前核マグノ細胞部、POp: 視索前核小細胞性部、Vp: 終脳腹側野後部、
Dl: 終脳背側野外側部、Dm: 終脳背側野内側部、Vv: 終脳腹側野腹側部
スケールバーは左の低倍率写真が 100 µm（A, F）、右の拡大写真が 10 µm（B, C, D, E, G, H, I, 
J）、K が 500 µm 。
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図 2-18 Tg メダカ成魚（9 か月齢）の脳冠状切片における WGA タンパク質の局在解析 -4
Tg メダカ成魚（9 か月齢）脳冠状切片に対し、抗 WGA 抗体を用いた IHC および Nissl 染
色を行った。
図の見方は図 2-10 と同様である。
VIIL: 顔面葉、 XL: 迷走葉、 NXm: 迷走神経運動核、NGS: 第 2 味覚核、 NDLI: 下葉分散核、
pTGN: 糸球体第 3 味覚核、 Dl: 終脳背側野外側部、Dm: 終脳背側野内側部、Vv: 終脳腹側野
腹側部、dDm: 終脳背側野内側部の背側部、vDm: 終脳背側野内側部の腹側部、vDl: 終脳背
側野外側部の腹側部、Vs: 終脳腹側野上交連部
スケールバーは左の低倍率写真が 100 µm（A）、右の拡大写真が 10 µm（B, C, D, E, F）、
G が 500 µm 。
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図 2-19 PLC-β2-WGA メダカにおける WGA タンパク質の経時的な輸送
本実験から予想される WGA タンパク質のおおよその輸送経路を灰色の矢印と線で示した。
紫 : WGA タンパク質発現細胞 (PLC-β2 発現味蕾細胞 )
青 : WGA タンパク質が輸送された味神経
赤 : 12 日齢で WGA タンパク質が検出された領域
橙 : 3 か月齢の Tg メダカで新たに WGA タンパク質が検出された領域
緑 : 9 か月齢の Tg メダカで新たに WGA タンパク質が検出された領域
水色 : 構造の名称
VIIg: 顔面神経節 , IXg: 舌咽神経節、 Xg: 迷走神経節、 XL: 迷走葉、 RF: 網様体 
Vg: 三叉神経節、 VIIL: 顔面葉、NXm: 迷走神経運動核、 NGS: 第 2 味覚核、 DT: 背側被蓋核、 NVT: 
隆起腹側核、 Vs: 終脳腹側野上交連部、 Vv: 終脳腹側野腹側部
tV: 三叉神経下行根、MN: 内側核、NRPH: 縫線核、SPV: 脳室周辺灰色地帯、NDLI: 下葉分散核、
CM: 乳頭体、 NAT:前隆起核、 NPPv: 脳室周囲後核、pTGN: 糸球体第 3味覚核、 Vp: 終脳腹側野後部、
Dp: 終脳背側野後部、POm: 視索前核マグノ細胞部、POp: 視索前核小細胞性部、dDm: 終脳背側野
内側部の背側部、vDm: 終脳背側野内側部の腹側部、vDl: 終脳背側野外側部の腹側部
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3. 考察 
本研究は、PLC-2-WGA メダカを用いることで、マウスではできなかった味蕾から味
覚高次中枢までの神経回路の可視化に成功した。この結果と過去の魚類の色素注入によ
る解析結果、および遺伝子工学的に T1R3 発現味細胞に WGA を発現させたマウスを用
いた解析結果との比較を表 2-2 にまとめた。今回の解析結果および過去の知見との比較
をしながら以下に考察を述べる。 
 
3-1. 高次中枢まで WGA が輸送されたことについて 
 本研究では、過去のマウスにおける WGA を特定の味細胞に発現させた神経回路の解
析 (Damak et al., 2008; Ohmoto et al., 2008; Ohmoto et al., 2010; Yamamoto et al., 2011) に比
べ、より高次中枢の神経細胞まで可視化することに成功した。その理由としては、2 点
考えられる。 
 まず１点目としては、小型魚類であるメダカを実験動物として使用した点である。本
実験を開始する前に、メダカはマウスに比べて脳のサイズが小さく神経が短いという特
徴があるため、神経トレーサーの輸送効率が良いと推測した。実際に脳の体積はマウス
の約 125 分の 1 である。さらに、マウスでは味蕾の数が約 600 個前後であるのに対し 
(Zhang et al., 2008)、メダカの成魚では約 3200 個程度である（unpublished data）。よって、
WGA タンパク質を発現する細胞数が多い一方で、輸送される先の体積が小さいため、輸
送によりWGAが濃縮され、効率よく高次中枢まで輸送されている可能性が考えられる。
また、ニューロンが短いため輸送距離が短いことも効率を良くしている可能性がある。 
 2 点目としては、WGA の発現を誘導するプロモーターとして PLC-2 の転写制御領域
を用いた点である。第 1 章における解析結果から、PLC-2 は味蕾細胞中の約 5 割の細胞
で発現している。過去に遺伝子工学的に味細胞に WGA を発現させたマウスでの解析で
は T1R3、T2R5、PKD1L3 発現細胞を起点として解析している。T1R3、T2R5 は、PLC-2
発現細胞の一部であり、PKD1L3 は哺乳類において約 20％の細胞で発現している
(Ishimaru et al., 2006)。以上から、本研究で用いた PLC-2-WGA は過去の解析に比べて味
蕾中のより多くの割合の細胞で WGA が発現しており、輸送される WGA の発現量が多
かったことが考えられる。 
 
3-2. 検出された WGA のシグナル強度の部位による違い 
 本研究においては末梢組織である味蕾から、高次中枢である終脳領域の神経核まで
WGA タンパク質が検出された。しかし、WGA のシグナル強度については部位により大
きく異なっていた。 
まず、末梢と中枢における違いについて考察した。末梢組織である味蕾では複数の味
蕾細胞が塊のようになって検出された（図 2-4A, 2-7B, 2-9B）。一方で、中枢においては
WGA タンパク質のシグナルは細胞全体では観察されず、顆粒状のシグナルとして神経細
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胞の一部で検出された（図 2-8, 10, 11, 14-18）。味蕾細胞は、本研究での WGA タンパク
質の発現元であるため非常に多くの量の WGA が検出され、細胞の切れ目が見えず塊の
ように見えたと考えられる。WGA は特定の糖鎖（N-アセチルグルコサミンまたはシア
ル酸）に結合し、エンドサイトーシスにより神経細胞に取り込まれ、樹状突起や軸索を
通り、シナプス間隙まで運ばれる。シナプス間隙においてエキソサイトーシスにより放
出され、ポストシナプス（または非常に近接する神経細胞）に存在する糖鎖に結合し、
シナプス接続する次の神経細胞（または非常に近接する神経細胞）に取り込まれる 
(Yoshihara, 2002)。このように小胞輸送を介して運ばれるため、中枢では、味蕾で発現し
輸送された WGA が小胞に取り込まれた状態で顆粒状に観察されていると考えられる。 
次に、中枢の神経核同士のシグナル強度の違いについて考察した。まず、延髄の NXm
において同じ切片上の XL や RFに比べて強いシグナルが観察された（図 2-10, 14, 15）。
NXm は迷走神経の運動核であり、餌の嚥下行動などの反射経路上の脳における終着点で
ある (Finger, 2009) ので、輸送された WGA がこの神経核に蓄積している可能性が考えら
れる。9 か月齢の成魚において観察された終脳領域の複数の神経核（dDm、vDm、vDl、
Dp）（図 2-17, 18）における WGA 陽性細胞は、ほぼ均一な染色強度であった。WGA は
シナプスを介するごとに輸送量が減り染色強度は弱くなると考えられるが、これらの高
次中枢の神経核は、複数の神経核と相互に接続しているため、WGA タンパク質がいくつ
かの神経核から分散して運ばれ、ほぼ均一な強度に見えている可能性が考えられた。こ
れらの神経核同士の接続の詳細を解析するには、狂犬病ウイルスを用いた単一シナプス
のみを標識する技術 (Miyamichi et al., 2011) を利用するなど別の方法が必要だと考えら
れる。 
 
3-3. 魚類と哺乳類の味覚 1 次中枢における WGA 標識細胞の分布の比較 
 本章における解析結果と過去の魚類における解析結果を比較すると（表 2-2）、過去の
色素注入による解析では、限定された一部の神経核同士の接続しか解析できていない 
(Kanwal and Finger, 1997; Yoshimoto et al., 1998; Folgueira et al., 2004b; Folgueira et al., 
2004a; Finger, 2009)。しかし本解析では、マウスにおける味覚 1 次中枢、2 次中枢、3 次
中枢に対応しているとされるメダカの味覚 1 次中枢、2 次中枢、3 次中枢の神経核を、味
蕾細胞を起点としていずれも可視化することができた点が非常に大きいと考えられる。 
 次に PLC-2-WGAメダカにおけるWGAタンパク質の味覚中枢の神経核内での分布に
ついて、遺伝子工学的にT1R3またはPKD1L3発現細胞にWGAを発現させたマウス（各々
T1R3-WGA、PKD1L3-WGA マウスとする）における過去の解析結果と比較した (Ohmoto 
et al., 2008; Yamamoto et al., 2011)。PLC-2-WGA メダカでは、味覚 1 次中枢においては、
VIIL の内側部、XL の内側の表層部に前後方向に広く分布していた。XL の方が成長の初
期から WGA が検出され、かつ VIIL よりも染色強度は相対的に強かった。一方、マウス
では、味覚の求心性繊維が支配することが示されている味覚 1 次中枢 NST の頭側の中央
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部 (Whitehead, 1988) において解析した結果、T1R3-WGA マウスでは、前後方向にかけ
て広く WGA 陽性細胞が検出されているのに対し、PKD1L3-WGA マウスでは、この領域
の尾側部にのみ WGA 陽性細胞が観察されている。T1R3 が舌の前方から後方にかけて発
現しているのに対し、PKD1L3 は舌前方部に発現せず、後方部に発現している(Ishimaru et 
al., 2006)。過去の色素注入や電気生理学的な解析から推測すると、NST に投射する味覚
神経は体の前後方向の部位に対応して NST に投射していることが示唆される (Hamilton 
and Norgren, 1984; Corson et al., 2012)。メダカにおいては、VIIL へは顔面神経が、XL へ
は舌咽および迷走神経が投射している。よって、PLC-2-WGA メダカにおいての VIIL
と XL の染色強度の違いは、顔面神経が投射している口唇部の味蕾と、舌咽・迷走神経
が投射している鰓および咽頭歯部の味蕾の割合に比例している可能性が考えられる。実
際に味蕾の数は図 2-1B, C から、口唇部よりも鰓および咽頭歯部の方が多い。よってメ
ダカにおいても味覚 1 次中枢における味情報伝達神経の投射様式が哺乳類同様に体軸前
後に沿っていることが示唆された。 
 
3-4. 本研究で標識された味覚中枢について 
 色素注入による過去の解析から、魚類の視床下部に存在する下葉分散核（NDLI）や、
視床領域に存在する糸球体第 3 味覚核（pTGN）、視床後核（posterior thalamic nucleus, NPT）
などが味覚3次中枢と考えられている (Lamb and Caprio, 1993; Yoshimoto et al., 1998; Kato 
et al., 2011)。形態的に NDLI は哺乳類における外側視床下部（LH）であると考えられる。
pTGN は、ナマズにおいては nucleus lobobulbaris と呼ばれる神経核の小細胞部に形態的に
対応している (Kato et al., 2011)。この神経核は視床後内側腹側核小細胞部（VPM）と相
同的な構造であることが示されている (Kanwal et al., 1988)。よって pTGN は VPM に対
応すると考えられる。哺乳類では VPM から大脳皮質味覚野（GC）へ投射することが報
告されている (Smith and St John, 1999)。魚類においては、pTGN から終脳背側野内側部
の背側部（dDm）へ投射しており、dDmがGCに対応しているとする報告がある(Yoshimoto 
et al., 1998; Kato et al., 2012)。PLC-2-WGA メダカにおいても dDm において WGA が検出
されたことから GC までの神経回路を可視化できたと示唆できる。しかし、dDm 以外の
終脳領域のいくつかの神経核にも味覚神経は投射しているため (Yoshimoto et al., 1998; 
Kato et al., 2012)、dDm が GC に相当する領域であるのか、また GC に相当する領域自体
が魚類に存在するのかについては不明である。 
 
3-5. 終脳領域の WGA が標識された神経核 
 終脳領域は、嗅覚や味覚、視覚など複数の感覚系からの情報を受け取り統合する領域
であり哺乳類の大脳に対応する。しかし、発生の過程で細胞の移動の仕方が硬骨魚類と
哺乳類とでは対照的であるため、この領域における神経核の対応は、非常に困難である。
魚類では、外転（eversion）と呼ばれる終脳の背側部分が反り返る変化が生じるが、哺乳
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類では、外反（evagination）と呼ばれる脳室部分が左右に膨れる変化が生じる(Nieuwenhuys, 
2009)。この結果、背側の神経核の位置は左右で逆転していることが示されている。 
しかしながら、近年の分子生物学的解析により、終脳のいくつかの神経核では哺乳類に
対応する領域が明らかになっている。たとえば、哺乳類の扁桃体（Amyg）や海馬（Hip）
は魚類ではそれぞれ vDm と vDl に対応していると考えられている (Northcutt, 2006; 
Mueller and Wullimann, 2009)。しかし、Yoshimoto ら(1998) は Dp が哺乳類の Amyg に対
応していると主張している。哺乳類の Amyg は複数の感覚からの入力があり、情動行動
を支配している脳領域であり (Davis, 1992; Herry et al., 2008)、食物の嗜好性の評価にも重
要な働きがあると示されている (Inui-Yamamoto et al., 2010)。哺乳類では Amyg によって
誘導された情動行動は縫線核（NRPH）にあるセロトニン作動性ニューロンによって影
響を受けている。本研究の結果から、Amygに対応するとされるvDmあるいはDpとNRPH
において WGA 陽性細胞が検出されたことから、哺乳類と同様の NRPH と扁桃体との神
経回路が硬骨魚類でも存在することが示唆された。 
 一方、海馬（Hip）に対応するとされる vDl についても、本研究では WGA 陽性細胞が
観察された。哺乳類では条件付けされた摂食行動を起こす際に Hip が関連していると報
告されている (Manrique et al., 2007; Stouffer and White, 2007)。魚類においても摂食におけ
る記憶学習に vDl の関与が考えられる。 
  
3-6. メダカの SCC の存在について 
マウスでは、孤立化学受容細胞（SCC）と呼ばれる感覚器が鼻腔内上皮に存在するこ
とが知られている。SCC には、三叉神経が投射しており (Finger et al., 2003; Ohmoto et al., 
2008)、PLC-2 の発現も示されている (Tizzano et al., 2011)。PLC-2-WGA メダカにおい
て、三叉神経の中枢である tV、三叉神経の神経節である Vg において WGA 陽性細胞が
観察されている（図 2-9C, 14E, 15E, F）ことから、これらの部位への WGA の輸送は SCC
由来である可能性が考えられた。しかし、2-1 における解析から、このような細胞の存在
はメダカでは見出されなかった。よって三叉神経への WGA の輸送経路についての詳細
は不明であり、今後三叉神経へ投射する WGA の発現元の細胞が味蕾以外に存在するの
かどうかを特定する必要があるであろう。 
 
3-7. NXm と RF における WGA の染色強度の強さについて 
 いくつかの運動核およびそれに関連する神経核であるRFにおいてWGAの染色強度が
強いことがマウスとメダカの解析により示されている。PLC-2-WGAメダカにおいては、
NXm と RFにおいて、マウスでは、三叉、顔面、舌下神経の運動核（各々5N、7N、12N）
および RFにおいて観察されている。陸生動物では、口腔内で餌を飲み込むか判断する
が、魚類では、鰓弓において判断している (Finger, 2009)。メダカでは大半の味蕾が鰓耙
から咽頭歯部にかけて存在しており（図 2-1B, C）、この領域の味蕾からは XL を介し、
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RFと NXm に情報が送られ、摂食するかどうかの反射応答が起こる (Finger, 2009)。魚類
ではこの回路が発達していることがNXmと RFにおけるWGAの染色強度の強さに起因
していると考えられる。 
 
3-8. WGA の輸送が観察されたその他の神経核について 
 本研究では、過去の解析からは直接味覚と関連がないと考えられる神経核にも WGA
が検出された。3-6 の三叉系の中枢以外では、NAT、NVT、SPV、MN、DT、CM、NPPv、
POm、POp、Vs、Vp、Vv が挙げられる。これらの神経核に WGA が輸送されたことにつ
いて、考えられることを以下に述べる。 
NAT、NVT は生殖腺刺激ホルモン（GnRH）により制御されており (Marchant et al., 1989; 
Mitani et al., 2010)、これらの繊維は SPV に投射していることが示されている (Yamamoto, 
2003)。また、NAT は機械受容に関わる視床領域であり、魚類に特有の機械受容に関わる
神経である側線神経や、聴覚神経の入力が報告されている (Finger and Bullock, 1982; 
Striedter, 1991)。MN は聴側線神経領域の背側部に位置し、RFや tV との接続が報告され
ている (Gonzalez et al., 1997; Yamamoto et al., 2010)。DT は Vv との神経接続が報告されて
いる (Rink and Wullimann, 2004)。CM と NPPv は味覚 3 次中枢である NDLI との神経接続
が示されている (Sawai et al., 2000)。POm と POp は哺乳類における視床下部室傍核に相
当し、コルチコトロピン放出ホルモンを放出し、ストレス応答などに関わる視床下部-
下垂体-副腎系と呼ばれる、視床下部・下垂体・副腎の間でフィードバックのある相互作
用を行い制御している神経内分泌系に含まれる神経核である (Amir-Zilberstein et al., 
2012)。 
これらの神経核においては、終脳における味覚高次中枢やその他の中枢を経て輸送さ
れたのか、味覚中枢の途中の経路から接続されたのか不明な核も存在する。しかし、本
研究の結果から、これらの神経核はいずれも味覚中枢と相互連絡があることは示唆され
る。 
 
  
  メダカ マウス 
機能 / 脳の構造 神経核名 
今回の解析 
(PLC-β2 制御下) 色素注入法による過去の解析* 神経核名 
Ohmoto et 
al (T1R3 
制御下) 
Damak et 
al (T1R3 
制御下) 12 
dpf 3 mo 9 mo 
味覚 1 次中継核 
/ 延髄 
XL 迷走葉 + + +  
NST 延髄孤束核 + + VIIL /  
NVIIs 
(SO) 
顔面葉 - + +  
味覚 2 次中継核 
/ 後脳 NGS 第 2 味覚核 - + +  PBN 橋結合腕傍核   
味覚 3 次中継核 
/ 間脳 
NDLI 下葉分散核 - - +  LH 外側視床下部   
pTGN 糸球体第 3 味覚核 - - +  VPM 視床後内側腹側核小細胞部   
高次中枢 / 終脳 
dDm 終脳背側野内側部 
の背側部 - - +  GC 大脳味覚野   
vDm 
終脳背側野内側部 
の腹側部  - - +  Amyg 扁桃体中心核   
vDI 終脳背側野外側部 
の腹側部 - - +  Hip 海馬   
Dp 終脳背側野後部 - - +  Pir 梨状葉   
Vs 終脳背側野上交連部 - + +      
Vp 終脳腹側野後部 - - +      
Vv 終脳腹側野腹側部 - + +      
三叉神経 / 後脳 tV / NTv 三叉神経下行根 - - +   
Sp5 三叉神経脊髄路核 + + 
Pr5 三叉神経主知覚核 +  
多機能 /  
全領域 
RF 網様体 + + +  
pcRF 小細胞性網様体 +  
gcRF 大細胞性網様体  + 
NRPH 縫線核 - - +   NRPH 縫線核 + + 
SPV 脳室周辺灰色地帯 - - +  PGZ3 脳室周辺灰色地帯   
DT 背側被蓋核 - + +  DT 背側被蓋核   
CM 乳頭体 - - +  CM 乳頭体   
NPPv 脳室周囲後核 - - +  NPPv 脳室周囲後核   
POm 視索前核マグノ細胞部 - - +  
PO 視索前野   
POp 視索前核小細胞性部 - - +  
運動核 /  
全領域 
 
NVm 三叉神経運動核 - - -  5N 三叉神経運動核 +  
NVIIm 顔面神経運動核 N.D. N.D. N.D.  7N 顔面神経運動核 +  
NXm 迷走神経運動核 - + +  10N 迷走神経運動核   
      12N 舌下神経運動核 +  
  側線神経 / 
全領域 
MN 内側核 - - +      
NAT 前隆起核 - - +  聴覚神経 / 間脳 VN 前庭神経核  + 
ホルモン分泌 /   
間脳     NVT 隆起腹側核 - + +  
+ : WGA 陽性細胞が見られた神経核
- : WGA 陽性細胞が見られなかった神経核
N.D.: 今回の解析では不明（アトラスに記載がなかったため）
* 色素注入した部位･･･XL (Finger, 2009), VIIL (Kanwal and Finger, 1997), XL, VIIL, NGS, pTGN (Yoshimoto et al., 
1998) , NGS, pTGN, Vp, Vs, Vv (Folgueira et al., 2004a), preoptic area (Pom または POp), Dp, Dm, vDl (Folgueira et 
al., 2004b).
黒丸 : 色素を注入した領域、白三角 : 色素が検出された領域
12 dpf: 12 日齢の Tg 稚魚 
3 mo: 3 か月齢の Tg 成魚
9 mo: 9 か月齢の Tg 成魚
表 2-2 本研究で WGA タンパク質が検出された中枢領域と哺乳類における過去の報告との比較
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本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表
できない。5 年以内に出版予定。 
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